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Uloha renalni dysfunkce v patofyziologii progrese chronického srdeéniho

selhani: preklinické studie na zvirecich modelech.

Abstrakt

Prace se zabyva ulohou a moznosti farmakologického ovlivnéni eikosanoidd,
zejména kyselin epoxyeikosatrienovych (EETs), epoxygendzovych metabolitii kyseliny
arachidonové (AA), u animdlniho modelu chronického srdeéniho selhani (CHSS)
navozené¢ho objemovym pietizenim po vytvofeni aorto-kavalni pistéle (ACF) u
hypertenznich transgennich potkanti (TGR). Potvrdili jsme sniZenou tkaiiovou koncentraci
EETs v myokardu levé komory a v ledviné, pravdépodobné zplsobenou zvySenou
degradaci pomoci solubilni epoxid hydrolazy (sEH). Farmakoterapie peroralnim analogem
EETs (EET-A) zlepsila pfezivani ACF TGR oproti nelécené skupiné, ale bez statisticky
vyznamného zlepSeni pii kombinaci EET-A s inhibitorem angiotenzin-konvertujicho
enzymu (ACEi). Pfiznivy vliv terapie EET-A byl dan zlepSenim srdecnich parametri a
zménSenim plicni kongesce, nikoliv zmirnénim rendlni dysfunkce. U ACF TGR samct
(nikoli u samic) méla kombinace sEH inhibitoru (sEHi) s ACEi horsi pfezivani oproti
monoterapii ACEi. Nase vysledky podporuji dal$i budouci vyzkum a mozné vyuZiti
farmakologického ovlivnéni CYP-dependentniho metabolismu AA, zejména analogl
EETs, v terapii srde¢niho selhani a zdiiraziluji vyznam testovani novych farmakologickych

pfistupd u obou pohlavi, v€etné preklinickych studii.
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chronické srdecni selhdni, chronické renalni selhani, cytochrom P450, EET-A,
epoxyeikosatrienové kyseliny, renin-angiotenzin-aldosteronovy systém, solubilni epoxid

hydrolaza, tlakové-objemova analyza



The role of renal dysfunction in pathophysiology of congestive heart

failure progression: preclinical animal studies.

Abstract

The thesis describes effects and pharmacological targets of eicosanoids, especially
epoxyeicosatrienoic acids (EETs) that are epoxygenase metabolites of arachidonic acid
(AA), in animal model of congestive heart failure (CHF) induced by volume overload via
aorto-caval fistula (ACF) in hypertensive transgenic rats (TGR). Our data show that ACF
TGR exhibits tissue deficiency of EETs in the left ventricle and kidney, probably mainly
caused by increased EETs degradation by soluble epoxide hydrolase (sEH). Treatment by
orally active EETs analogue (EET-A) improved the survival rate in ACF TGR compared to
placebo. However, after adding EET-A to angiotensin-convertase enzyme inhibitor (ACEi)
treatment, the survival of ACF TGR only tended to improve compared with the effects of
EET-A or ACEi given alone. The protective effects of EET-A treatment were mediated by
improving cardiac parameters and reducing lung congestion, not dominantly by renal
mechanisms. We also found that among male (not in female) the combination of sEH
inhibitor (sEHi) and ACEi treatment worsened the mortality of ACF TGR compared to
ACEi monotherapy. Our data support the notion that targeting the CYP-dependent
epoxygenase pathway of AA should be considered in attempts to develop new
pharmacological strategies for HF treatment and enhance the importance of testing the

gender differences in pre- and clinical studies.

Keywords
chronic kidney disease, congestive heart failure, cytochrome P450, EET-A,
epoxyeicosatrienoic acid, pressure-volume analysis, renin-angiotensin-aldosterone system,

soluble epoxide hydrolase
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1. Teoreticky uvod

1.1. Chronické srdec¢ni selhani

Chronické srdec¢ni selhdni (CHSS) je jednou z nejvyznamnéjsich globalnich pficin
mortality a morbidity. Pro svou az pandemickou prevalenci se stalo zavaznym
celosvétovym problémem, a to nejen zdravotnickym, ale 1 socioekonomickym. Odhady
prevalence uvadi 2-3 % v rozvinutych zemich s ro¢ni incidenci az 300 na 100 tis. obyvatel
(Conrad et al. 2018; McDonagh et al. 2021; Metra & Teerlink 2017; Ziaeian & Fonarow
2016). Za posledni desetileti se prevalence onemocnéni v rozvinutych zemich zvysila o 23
% (Conrad et al. 2018), je odhadovano, Ze do roku 2030 se ma dale zvysit aZ o 46 %
a jesté vice zatizit zdravotnické systémy (Savarese & Lund 2017). Jednim z vyznamnych
faktord tohoto nartstu je starnuti populace a prodluzovani primémé délky Zivota, jelikoz
prevalence CHSS roste s vékem. Polovina nemocnych s CHSS je starSich 75 let, u lidi
starSich 80 let je jeho prevalence kolem 10 % (Dunlay ef al. 2017; Ziaeian & Fonarow
2016).

V poslednich desetiletich se zlepsila dostupnost a kvalita péce o pacienty s akutnimi
koronarnimi syndromy (AKS), je kladen diraz na rychlost oSetfeni ischemického
myokardu a kompletnost revaskularizace, a tim na zmenSeni dopadu na jeho funk¢énost. Na
akutni nasledky zemfe méné pacientdl, ale o to vice roste podil pacientl s rozvojem CHSS
(McDonagh et al. 2021; Metra & Teerlink 2017; Roger 2013). Ischemicka choroba srde¢ni
(ICHS) je nejcastejsi pticinou rozvoje CHSS, az u 50 % pacientti (Lala & Desai 2014).
Mezi dal§i vyznamné rizikové faktory patii arteridlni hypertenze, diabetes mellitus (DM),
spolu s obezitou a komplexnim metabolickym syndromem, a socioekonomické aspekty
(Conrad et al. 2018; Roger 2013). Odhaduje se, ze u kazdého devatého muze a Sesté Zeny
bez ICHS se rozvine CHSS (Lloyd-Jones et al. 2002). Na rustu celosvétové prevalence
CHSS se miize podilet i znecisténi ovzdusi (Shah et al. 2013).

Srde¢ni selhani je syndrom charakterizovany subjektivnimi symptomy (duSnost,
otoky, Unava, nechutenstvi) a objektivnimi zndmkami (zvySena néapln krénich zil,
poslechovy ndlez na plicich, periferni otoky, ascites), je zplisobeny strukturalnimi nebo
funk&nimi abnormalitami srdce, které vedou ke zvySeni intrakardidlnich tlak nebo snizeni
srdecniho vydeje v klidu nebo pii zatézi (Boron; Boulpaep 2016; Metra & Teerlink 2017;
Ponikowski et al. 2016). Srde¢ni selhdni je neschopnost srdce zajistit dodavky krve

pro aktudlni potfeby organismu, nebo pouze za cenu zvyseni plnicich tlakil, coz reflektuje
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aktudlni klasifikace CHSS na srdec¢ni selhani se sniZzenou ejekéni frakei levé komory
(HFrEF, ejekéni frakce levé komory EFLK <40 %) a srde¢ni selhdni se zachovalou ejekcni
frakci levé komory (HFpEF, EFLK >50 %), kde dominuje porucha diastolické funkce levé
komory (LK). EFLK mezi 40 a 50 % je oznacovana jako srde¢ni selhani s ejekéni frakei
LK ve stfednim pasmu (HFmrEF) (McDonagh et al. 2021; Pfeffer et al. 2019; Ponikowski
et al. 2016). Zastoupeni HFpEF v populaci pacientii s CHSS se odhaduje na 50 %, jedna se
typicky o star$i pacienty, praimérné o 6 let pii primomanifestaci HFpEF nez HFrEF, Castéji
zeny - o 30-40 % vice nez u HFrEF, s vice komorbiditami (arterialni hypertenze, DM,
obezita, fibrilace sini, rendlni dysfunkce) (Pfeffer et al. 2019).

U muzt je Castéjsi ischemicka dysfunkce LK s rozvojem HFrEF, kdezto u Zen spiSe
HFpEF. Zaroven jsou Zeny pfi primomanifestaci CHSS starsi a s vice komorbiditami (Lam
et al. 2019; Savarese & D’Amario 2018). Ve §védském registru se 43 000 pacienty s CHSS
meélo 29 % zen HFrEF, oproti 55 % s HFpEF a 39 % s HFmrEF (Stolfo et al. 2019).
S ohledem na cetnost hospitalizaci a pteziti maji celkové Zeny srovnatelnou prognézu
s muzi, bez ohledu na EFLK (Lam et al. 2019; Savarese & D’ Amario 2018).

Klinicky pribéh onemocnéni je ve vétSin€ piipadi progresivni, ale nelineédrni,
charakterizovany epizodami akutnich dekompenzaci, i navzdory nartstajici péci (Allen et
al. 2012; Chaudhry & Stewart 2016). Prognoéza pacient s CHSS neni pfizniva, uvadi se
ro¢ni mortalita od 6-7 % u stabilnich pacienti s CHSS, ptes 25 % u akutniho nebo akutné
dekompenzovaného CHSS, po 75 % u pokrocilého ¢i terminadlniho CHSS (Chaudhry &
Stewart 2016; Metra & Teerlink 2017; Ric R Ose et al. 2001). Celkové€ je Sleta mortalita
od diagnostikovani CHSS kolem 50 %, coZ je hors$i nez u vétSiny nadorovych onemocnéni
(Riehle & Bauersachs 2019). Proto je urgentné poti‘eba vyvijet nové farmakologické a
nefarmakologické intervence vedouci k udrZeni stabilni fiaze CHSS a zlepSeni
progndzy pokrocilého CHSS, k ¢emuz je zasadnim predpokladem detailni znalost

patofyziologie, kterou lze studovat na animalnich modelech.

1.2. Preklinické animalni modely CHSS

Patofyziologie CHSS se zkoumé od molekularni podstaty, pies celularni a organové
zmény, az po komplexni projevy na mnoha animalnich modelech. Cilem preklinického
vyzkumu je detailni pochopeni pfi¢in rozvoje CHSS, procesti vedoucich k dekompenzaci,
interakci mezi dal§imi orgdny, s naslednou identifikaci moznych terapeutickych intervenci
ke zvraceni nepiiznivé progndzy pacienti s CHSS. K tomuto ucelu jsou potieba animalni

modely, které co nejvérohodnéji simuluji humanni CHSS (Carlson 2012; Cops et al. 2019).
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CHSS je komplexni onemocnéni s individudlni etiologii a patofyziologii u
konkrétniho pacienta, avSak nékteré aspekty jsou spolecné pro vétsi skupiny pacienti, jako
napf. retence tekutin, plicni kongesce, neurohumoralni aktivace, subcelularni zmény a
dal$i. Snahou je tyto charakteristiky navodit u animalnich model. Vzniklé modely vSak
maji své limitace a Zadny neni dokonaly. Definované genetické pozadi kazdého zvifeciho
druhu se li§i a priori od lidského genomu. CHSS je ve vétsin¢ piipadti multifaktoridlni
onemocnéni, a proto jednim patofyziologickym zasahem nemusime dosdhnout potfebné
komplexnosti problému, coz mize omezovat, ¢i zkreslovat klinicky dopad ziskanych
vysledka (Carlson 2012; Riehle & Bauersachs 2019). Moznosti, jak tomu piedejit, jsou
kombinované patofyziologické zasahy (napf. navozeni CHSS a chronické rendlni
insuficience nebo CHSS u geneticky podminéného hypertenzniho modelu a dalsi),
ovsem poté je potfeba velmi obezietnd interpretace (Riehle & Bauersachs 2019). Je znamo
nékolik animdlnich modeld CHSS, které¢ mizeme d¢lit podle riznych parametri — druh
zvitete, zpusob indukce CHSS atd. Nize stru¢né zminim modely, které se vztahuji

k experimentalni ¢asti nasi prace.
1.2.1. Model objemového pretizeni

Model objemového pietizeni srdce navozeného chirurgickym vytvofenim zkratu
mezi abdominalni aortou a dolni dutou zilou, tzv. aorto-kavalni pistél (ACF), je relativné
jednoduchym a dobte reprodukovatelnym preklinickym modelem imitujicim urcité klicové
aspekty CHSS (Flaim et al. 1979; Garcia & Diebold 1990; Hilton et al. 1955). Po
vytvofeni ACF dochdzi postupné k objemovému pretizeni srdce se zvySenim srdecniho
vydeje, nardstu napéti stény (“wall-stressu®), excentrické hypertrofii obou srdec¢nich komor
a aktivaci neurohumoralnich systému — jako jsou vazokonstrikéni/natriumretencni systémy
a kompenzacni vazodilatani/natriuretické systémy (Abassi et al. 2011). Po urcité¢ fazi
kompenzace a stabilni fazi onemocnéni progreduje do rozvoje klinickych piiznaki, jako
piloerekce, letargie, ascites, cyandza a duSnost, kdy jiz vyrazné nariistd mortalita
(Melenovsky ef al. 2011, 2012). Tento model je mozné vyuZit u celého animalniho spektra,
zprvu byl pouzit u pst (Hilton er al. 1955), déale pak srozvojem mikrochirurgickych
technik u potkant (Garcia & Diebold 1990) a mysi (Karram et al. 2005).

1.2.2. DalSi animalni modely CHSS

Ischemicky model zalozeny na trvalé, nebo ptechodné okluzi/podvazu levé koronarni
tepny s eventudlni ndslednou reperfuzi predstavuje model simulujici poinfarktovou

etiologii CHSS. Na tomto modelu byl prokdzan vztah mezi velikosti infarktem zasazeného
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myokardu, poinfarktové remodelace, dilatace LK a jeji dysfunkci (Pfeffer et al. 1979).
Nasledné zacalo uspé$né tazeni inhibitorG angiotenzin-konvertujicitho enzymu (ACEi) u
CHSS (Pfeffer et al. 1985a, 1985b). Jednd se o Casové i1 technicky naro¢néjsi model
s relativné vysokou perioperacni mortalitou a variabilitou ve velikosti postizeného
myokardu, a tim i v zavaznosti dysfunkce LK.

Model tlakového pretizeni navozeny transverzalni konstrikei aorty (TAC) na Grovni
ascendentni nebo descendentni aorty imituje postizeni srdce pii dlouhodobé nelécené
hypertenzi nebo aortalni stenoze, které ve svém dusledku také vedou k CHSS (Rockman et
al. 1994). TAC zvySuje afterload LK srozvojem koncentrické hypertrofie a nasledné
CHSS. Limitaci modelu je okamzity narast afterloadu po navozeni TAC, oproti
dlouhodobému plisobeni nelécené hypertenze nebo aortalni stendzy.

Mezi modely CHSS zaloZené¢ na kardiotoxicité patii doxorubicinem-indukované
CHSS. Doxorubicin je antracyklinové chemoterapeutikum, inhibitor topoizomerazy typu
II, vyuzivané v onkologii, zejména u hematopoetickych malignit, ¢i karcinomu prsu nebo
plic. Pro jeho zndmou pozdni kardiotoxicitu je snaha o snizeni uzivani, ale v n¢kterych
schématech pro konkrétni nadorové subtypy ma stile své misto (Bristow et al. 1980;
McGuire et al. 2018; Rivankar 2014). Po intraperitonealni ¢i intraven6zni aplikaci
kumulativni davky doxorubicinu dochazi u potkanti k rozvoji CHSS s fenotypem dilata¢ni
kardiomyopatie s myokardidlni atrofii, dilataci a dysfunkci obou komor (Hayward &
Hydock 2007). Chronickd [-adrenergni stimulace pomoci isoproterenolu navozuje
myokardialni hypertrofii a fibrozu srozvojem CHSS, které imituje tachykardii-
indukovanou systolickou dysfunkci LK, na podklad€ naptiklad fibrilace sini s rychlou
odpovédi komor (Teerlink ef al. 1994).

Zavedeni vérohodného HFpEF modelu je limitovano heterogenitou tohoto
onemocnéni a Sirokym spektrem komorbidit spolupodilejicich se na jeho etiopatogenezi
(fibrilace sini, hypertenze, obezita, starnuti, DM, rendlni dysfunkce, chronicka obstruktivni
plicni nemoc), a proto v tuto chvili neexistuje vSeobecn€ uzndvany animalni model (Riehle

& Bauersachs 2019).

1.3. Kardiovaskularni systém a ledviny

Pacienti s CHSS maji casto vice komorbidit, v€etné renalni dysfunkce, uvadi se, ze
prevalence chronického onemocnéni ledvin (CKD) s glomerularni filtraci (GFR) pod 60
ml/min/1,73m” u pacienti s CHSS je 40-50 % (McAlister ef al. 2004; Van Deursen ef al.
2014; Zannad et al. 2021). Naopak pouze okolo 17 % pacienti s CHSS ma normalni
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filtra¢ni frakci s GFR nad 90 ml/min/1,73m* (McAlister et al. 2004). GFR je nezavislym
prognostickym prediktorem pro rozvoj i progresi kardiovaskularnich onemocnéni, véetné
CHSS (Hillege ef al. 2006; McAlister et al. 2004). Vice nez 60 % pacientll s CKD maji
n¢jakou formu kardiovaskuldrniho onemocnéni a zavaznost CKD silné koreluje
s prognézou. U pacientil s GFR pod 60 ml/min/1,73m? je riziko rozvoje CHSS 3krat vt
nez u zdravé populace (Kottgen et al. 2007). Nejvyznamnéji je tento vztah vyjadien u
pacientt s kone¢nym stadiem onemocnéni ledvin (ESKD) na dialyzac¢ni terapii, ktefi maji
10-30krat vyssi celkovou kardiovaskuldrni mortalitu oproti bézné populaci, tedy 30lety
pacient s ESKD v dialyzacnim programu mé stejnou pravdépodobnost smrti z pficiny

kardiovaskularni jako 80lety muz v bézné populaci (Go et al. 2004; Johnson et al. 2007).

1.4. Patofyziologické aspekty chronického srde¢niho selhani

1.4.1. Hemodynamické zmény

Dle definice srdecniho selhani muze dochdzet ke dvéma hemodynamickym
problémim: ke snizeni srde¢niho vydeje, resp. k jeho nedostatku vzhledem k potfebam
organismu, nebo k nartstu plnicich tlakl pro udrzeni srde¢niho vydeje, coz se ptenasi pred
srdce ve formé€ venostazy a plicni kongesce.

Pi1 akutni hemodynamické alteraci télo aktivuje obranné mechanizmy. Na udrZeni
systémoveho arteridlniho tlaku, ktery je dan srdecnim vydejem a periferni cévni rezistenci,
se podili zejména vazokonstrikéni a natriumreten¢ni systémy (sympaticky nervovy systém
- SNS, renin-angiotenzin-aldosteronovy systém - RAAS, antidiureticky hormon - ADH,
endotelinovy systém - ET) zvysujici periferni rezistenci, cirkulujici objem a pisobici
pozitivné chronotropné, inotropné, dromotropné i batmotropné (Ponikowski et al. 2016;
Schefold et al. 2016). Z kratkodobého hlediska jsou tato opatfeni nezbytnd k udrZeni
dostatecné perfuze Zivotné dulezitych orgédnd, avSak pti dlouhodobé aktivaci dochdzi k
hypoperfuzi perifernich tkani a jejich dysfunkci (Boron; Boulpaep 2016; Packer 1992;
Raina et al. 2020; Reddy et al. 2020).

Ledviny jsou k udrzeni své hlavni exkrecni funkce vybaveny, oproti jinym organtim,
specidlnimi autoregulacnimi mechanizmy (tubuloglomeruldrni zpétnd vazba a myogenni
mechanizmus), které reguluji pratok krve ledvinou (PKL), a tim udrzuji stabilni
glomerularni filtraci v rozmezi 80 az 180 mmHg stfedniho arterialniho tlaku (Carlstrom et
al. 2015). Pti poklesu stfedniho arteridlniho tlaku se aktivuje tubuloglomerularni zpétna
vazba a RAAS, coz regulaci intrarendlni cirkulace vede k udrZeni filtracniho tlaku, a tim

glomerularni filtrace, avSak na tkor poklesu PKL. Pfi dal§im sniZovani arterialniho tlaku a
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poklesu PKL se pfi vyCerpani autoregulacni kapacity ledvin zacind paralelné snizovat i
glomerularni filtrace (Damman & Testani 2015; Ljungman et al. 1990). Tim dochazi
k hromadéni zplodin metabolizmu, zejména dusiku (kreatinin, urea a dalsi), jejichz exkrece
je zavisla na glomerularni filtraci, a to mtize vést az k rozvoji uremického syndromu. Pfi
oligurii, ¢i anurii dominuje retence vody a soli, coz vede k dalsi progresi CHSS (Schefold
et al 2016).

Venostaza je druhym vyznamnym hemodynamickym aspektem pfispivajicim k
deterioraci nejen rendlnich funkci. Pfi snizené poddajnosti levé a pravé komory jsou
potieba vyssi plnici tlaky k jejich dostatecnému naplnéni a zachovéani srde¢niho vydeje
skrze udrzeni systolického objemu, coz se mize zprvu projevit jen pfi zatézi. Ke snizeni
poddajnosti dochdzi bez ohledu na velikost ejekéni frakce levé komory a disledky
zvySenych plnicich tlakl jsou hlavnim patofyziologickym aspektem HFpEF (Obokata et al.
2018; Pfeffer et al. 2019). Zvyseni plnicich tlakii komor se pienasi do plicni cirkulace ve
form¢ plicni kongesce, kterd se klinicky projevuje namahovou dusnosti, postupné i
klidovou az plicnim edémem (Melenovsky ef al. 2015; Reddy et al. 2019). K venostaze
dochazi i funkéné pted pravou komorou, s rozvojem kongesce v jatrech, zilni drenazi stiev,
ledvinach a dolnich koncetinach, coz se klinicky mize manifestovat jako nechutenstvi,
poruchy jaternich funkci (v¢. sekundarniho hyperaldosteronizmu), snizend funkce stiev,
sniZzena funkce ledvin, otoky dolnich koncetin, zvySena napln krénich Zil, ascites nebo az
anasarka (Renkin 1986; Roumelioti et al. 2018).

Pii ledvinné kongesci dochazi ke zvysSeni intraluminalniho tlaku, a tim ke snizeni
transglomeruldrniho filtra¢niho tlaku, a tudiz az ke sniZeni GFR. DalSimi aspekty jsou
lokalni hypoxie, endotelialni dysfunkce, zvySeny oxidativni stres, proinflamatorni odpovéd’
a aktivace RAAS (Afsar et al. 2016). ZvySeni centrdlniho vendzniho tlaku koreluje se
snizenim GFR ahorS§i prognézou pacienti s CHSS a jinymi kardiovaskularnimi
onemocnénimi (Damman et al. 2007; Damman & Testani 2015; Takahama & Kitakaze

2017).
1.4.2. Deficit Zeleza a anémie

Deficit zeleza (hladina ferritinu pod 100 ug/l nebo mezi 100-199 ug/l pii saturaci
transferinu pod 20 %) az anémie (hladina hemoglobinu pod 120 g/l u zen a 130 g/l u muza)
jsou velice Castymi komorbiditami u pacienti s CHSS (az u 50 % pacientll) a jsou
nezavislymi rizikovymi faktory Spatné prognézy. Pacienti s CHSS a anémii maji o 30 %
zvysSené riziko hospitalizaci pro srde¢ni selhdni a o 100 % vyssi relativni riziko Gmrti

oproti neanemickym pacientim (Komajda et al. 2006; Mentz et al. 2014). Anémie se u
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pacienti s CHSS podili i na intoleranci zatéze a zhorSené kvalité zivota (Tim Goodnough
et al. 2017). Pacienti s CHSS bez anémie maji riziko rozvoje anémie do 1 roku 14 % a do 5
let 25 % (Komajda et al. 2006).

Etiologie anémie u CHSS je multifaktoridlni, podili se na ni hemodiluce pfi
kongesci, prozanétlivy stav organismu, véetné zvysené produkce hepcidinu, ktery inhibuje
vstiebavani zeleza ze zazivaciho traktu a snizuje jeho dostupnost pro hematopoézu,
zaroven je vlivem kongesce ve splanchnickém ftecisti redukovana absorpéni schopnost
sttev (Lopez et al. 2016; Petrak et al. 2019; Weiss et al. 2019).

Randomizované studie prokdzaly efekt intravendzni suplementace zeleza na zlepSeni
zatézoveé kapacity, kvality zivota i redukci hospitalizaci z divodu CHSS (Anker et al.
2009; Okonko et al. 2008; Ponikowski ef al. 2015, 2020). Pfi substituci dochazi jednak
k ¢astecné korekci anémie, ale i ke zlepSeni funkce mitochondridlnich enzymi a svali
zavislych na dodavce zeleza (Melenovsky et al. 2017). Naopak peroralni substituce zeleza
nevedla ke zlepSeni zatézové kapacity, pravdépodobné vlivem snizeného vstiebavani takto
podéavaného Zeleza (Lewis et al. 2017).

Nejcastéjsi komorbiditou, ktera pfispiva k rozvoji deplece Zeleza a anémii u CHSS,
je CKD. Prevalence anémie u CKD roste s klesajici GFR (Tim Goodnough et al. 2017).
CKD se na anémii podili chronickym prozanétlivym stavem, retenci tekutin s hemodiluci,
urémii indikovanou inhibici erytropoézy a snizenou produkci erytropoetinu (Webster et al.
2017). Erytropoetin je glykoproteinovy hormon produkovany intersticidlnimi fibroblasty
ledvin, ktery stimuluje erytropoézu v kostni dieni a fidi homeostazu zeleza. Pacienti
s CKD a anémii maji snizenou kvalitu Zivota, zvySené riziko kardiovaskularnich piihod,
vyssi pravdépodobnost hospitalizace, kognitivniho deficitu a vy$si mortalitu (Lefebvre et
al. 2006; Locatelli et al. 2004). Proto se pfi terapii anémie u CKD uZivaji rekombinantni
erytropoetin, nebo erytropoetin-stimulujici latky, a suplementace Zeleza, nejucinngji

parenteralni formou (Webster ef al. 2017).
1.4.3. Autonomni nervovy systém

CHSS je spojeno s dysregulaci autonomniho nervového systému, utlumem
parasympatiku (PNS) a aktivaci sympatiku (SNS), coz evolu¢né z kratkodobého hlediska
pomaha vypofadat se s akutnim stavem, ale pii chronickém piisobeni se podili na
patofyziologii progrese CHSS (Amorim et al. 1981; Floras 2009; Floras & Ponikowski
2015).

SNS je ovlivitovan kardiovaskularnim systémem na trovni reflexnich mechanizmu

nékolika typl receptort: kardiopulmonalnich receptorti (v¢€. Bezold-Jarischova reflexu) a

16



baroreceptorti karotickych tepen a oblouku aorty, které inhibuji SNS, a naopak
kardiovaskularnich ~ nizkoprahovych  polynodéalnich  receptori a  perifernich
chemoreceptorti, které aktivuji SNS (Floras & Ponikowski 2015). Tyto reflexy jsou
dysregulovany u CHSS, coz vede k hyperaktivaci SNS. Pii CHSS dochazi takeé
k humoralni aktivaci SNS voln¢ cirkulujicim a mozkovym angiotenzinem II (ANG II),
naopak natriuretické peptidy SNS tlumi (Watson ef al. 2006; Zhang & Anderson 2014).

SNS ptsobi pifimo ptfes noradrenalin (NA) sekretujici neurony, po stimulaci
nadledvin dochazi navic k vyplaveni adrenalinu (A) a NA do cirkulace, kde ucinkuji
v zavislosti na typu pfitomného receptoru. Sympatické ganglion stellatum stimuluje
sinoatridlni (SA) uzel, atrioventrikularni (AV) uzel a myokard komor, ¢imz dochazi
ke zrychleni srde¢ni frekvence, rychlejSimu pfevodu vzruchu v srdci a zvySeni kontraktility
myokardu. V periferni cirkulaci dochazi pii pfevaze sympatické aktivace k arterialni
vazokonstrikci  (zvySeni systémové vaskularni rezistence, centralizace ob¢hu)
a k venokonstrikci (snizeni kapacitance cév a zvySeni preloadu) (Floras & Ponikowski
2015; Florea & Cohn 2014).

V ledviné vede zvySenda aktivita SNS pifi CHSS k vazokonstrikci zejména aferentni
arterioly (Luff ef al. 1992) s naslednym snizenim PKL a eventualné i GFR. Aktivita SNS
je také dulezitym modulatorem tubuloglomerularni zpétné vazby (Burnstock & Loesch
2017), kdy juxtaglomerularni buniky reaguji na sympatickou stimulaci vyplavenim reninu
do cirkulace, ¢imZ se aktivuje RAAS. Zaroven pii SNS stimulaci dochézi ke zvySenému
vsttebavani sodiku a vody epitelem proximalniho a distalniho tubulu i sbéracich kanalka
(Burnstock & Loesch 2017; Ramchandra & Barrett 2015). SniZzeny PKL nebo zvySeny tlak
v rendlni Zile pfi CHSS ovliviiyji aktivitu rendlnich chemo- a mechanoreceptord, které
prostfednictvim rendlnich aferentnich sympatickych nervli vedou k dalS§imu vystupnovani
vyse zminéného dopadu SNS na rendlni funkce (Booth ef al. 2015). ZvySend aktivita
renalniho SNS, méfend pomoci pratoku noradrenalinu ledvinou, nezdvisle koreluje
se zvySenou mortalitou pacienti s CHSS, a to nezavisle na celkové SNS aktivit¢, GFR
nebo ejekéni frakci levé komory (Rundqvist et al. 2005). Koncept rendlni sympatické
denervace u CHSS je aktualn¢ intenzivné zkouman preklinickymi i klinickymi studiemi

(Honetschlagerova et al. 2021; van Bilsen et al. 2017).
1.4.4. Renin-angiotenzin-aldosteronovy systém

Renin-angiotenzin-aldosteronovy syst¢tm (RAAS) je jednim ze zakladnich

neurohumorélnich mechanizmi, ktery se regulaci krevniho tlaku, sloZzenim elektrolyti a

17



objemu extracelularni tekutiny podili na udrzovani vnitiniho prostiedi organizmu. Jeho
nadmérnd aktivace je vyznamnym faktorem progrese CHSS (Hall 2003; Lee et al. 2001).

Jatra konsekutivné secernuji do cirkulace peptid angiotenzinogen. Ten je Stépen
reninem, cirkulujici protedzou produkovanou juxtaglomerularnimi bunkami v aferentni
arteriole ledviny, na angiotenzin I (ANG I). Angiotenzin-konvertujici enzym (ACE) pak
dale Stépi ANG I na angiotenzin II (ANG II), hlavni produkt klasické RAAS kaskady,
ktery mimo jiné také stimuluje produkci aldosteronu v kiife nadledvin (obr. 1) (Riegger &
Liebau 1982).

Hlavnim faktorem aktivity této osy RAAS je komplexni regulace vyplavovani reninu
z juxtaglomerularnich bunék aferentnich arteriol ledvin. SniZend koncentrace sodiku a
chloridii v distalnim tubulu ledvin zvySuje sekreci reninu, coz je soucasti mechanizmu
tubuloglomerularni zpétné vazby, ktera se zaroven podili na autoregulaci PKL. SniZeni
perfuzniho tlaku v aferentni arteriole stimuluje renin sekretujici buniky, které tak funguji
jako baroreceptory. ZvySeni tlaku v rendlni véné ma za nésledek vyssi vyplavovani reninu
do cirkulace a aktivaci intrarendlniho RAAS (Kishimoto et al. 1973; Kopp et al. 1984).
Zvysend aktivita rendlniho SNS také zesiluje vyplavovani reninu pfes stimulaci B-
adrenergnich receptorti pfitomnych na bunkach juxtaglomerularniho aparatu (Persson
2003). ANG II, jako produkt klasické RAAS drahy, pak inhibuje sekreci reninu negativni
zpétnou vazbou.
Vedle klasické cesty ANG I — ACE — ANG I, dochazi k tvorbé ANG II pomoci

jinych peptidaz ¢i protedz, jako jsou chymdaza, chymotrypsin nebo katepsin G (Hall 2003).
Tato skutecnost vysvétluje tzv. ,,ACE escape™ fenomén, neboli neucinnost inhibitord
angiotenzin-konvertujicitho enzymu (ACEi) u nékterych pacientti s CHSS (obr. 1) (Lee et
al. 2001; Zablocki & Sadoshima 2010).

ANG II se primarné vaze na receptory typu I (AT;), prostfednictvim kterych
zpusobuje vazokonstrikci odporovych cév, stimuluje produkci aldosteronu v kiife
nadledvin, produkci katecholaminti z dfené nadledvin a ze zakonceni sympatickych nervi,
v centralnim nervovém systému (CNS) navozuje pocit Zizné a stimuluje produkci
vazopresinu (antidiuretického hormonu — ADH) z neurohypofyzy. Na srdce plisobi ANG II
pozitivné inotropné a chronotropné, dale zvysuje reabsorpci sodiku v ledvinnych tubulech
a ve stievé (Ma et al. 2010). ANG II zprostiedkované ptisobi jako prozanétlivy cytokin,
rustovy faktor a spolu s aldosteronem navozuje fibrozu cilovych tkani, zejména srdce a
ledvin (Riister & Wolf 2011).

Mimo AT, receptory, které jsou piitomny téméf ve vSech tkanich v téle, se ANG II

vaze 1na receptory typu 2 (AT,) vyskytujici se prevazné ve fetalnich tkédnich, kratce po
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narozeni jejich exprese klesd (Li et al. 2012). AT, jsou v dospélosti lokalizovany v srdci,
ledvinach, nadledvinach, mozku, vajecnicich a déloze, po navazani ANG II pisobi
tedy do urcité¢ miry antagonizuji u¢inky ANG II ptes AT, receptory (Matavelli & Siragy
2015), byt klinicka relevance pii patofyziologickych stavech (napft. arteridlni hypertenze,
CHSS) zistava nejasna (Lemarié & Schiffrin 2009).

Alternativni dradha RAAS metabolizuje ANG II na angiotenzin 1-7 (ANG 1-7), ktery
¢aste¢n¢ antagonizuje dlouhodobé negativni piisobeni ANG II (Santos et al. 2018). ANG
1-7 vznikd ptimou preménou z ANG II pomoci angiotenzin-konvertujictho enzymu 2
(ACE2), dile mtize ANG 1-7 vznikat z ANG I ptes meziprodukt angiotenzin 1-9 (ANG 1-
9) pisobenim ACE a ACE2. Proteaza neprilysin (NEP) mlze enzymaticky Stépit ANG I
pfimo na ANG 1-7 nebo ptes meziprodukt ANG 1-9 (Domenig et al. 2016; Zhuo et al.
2013). Uginky ANG 1-7 jsou zprostfedkovany vazbou na jeho specificky membranovy s G
proteinem-spiazeny receptor Mas, ktery dale vede signdl intraceluldrn€ a aktivuje rtizné
kaskady (naptf. syntézu NO, produkci cAMP, tvorbu kyslikovych radikalt) (obr. 1)
(Gaidarov et al. 2018; Nicklin 2016; Santos et al. 2018).

K aktivaci RAAS dochazi pii CHSS vice cestami a zpétnovazebnymi mechanizmy.
Jak jiz bylo popsano vySe, dysregulace vegetativniho nervového systému s vyraznou
pfevahou SNS stimuluje pfes rendlni nervy piimo renin-secernujici bunky. Aktivace
rendlniho SNS vede také ke snizeni PKL, coz bez zapojeni kompenza¢nich mechanizmu
vyvola pokles GFR. Dostava se mensi mnozstvi primarni moce, a tedy 1 sodikovych a
chloridovych iontl do distalniho tubulu, navic pfi zvyraznéné zp&tnovazebné resorpci vody
a iontd. To aktivuje buniky macula densa, které stimuluji RAAS, jehoZ hlavni efektor ANG
II ptisobi vazokonstrikéné preferencné na eferentni arteriolu v glomerulu, ¢imZ dochazi ke
zvySeni GFR, a tudiz se zvySuje 1 mnoZstvi vody a sodiku prefiltrované do tubulu. Tato
zpétnd vazba je jednim ze zdkladnich regulacnich opatfeni nefronu proti pfiliSnym
vykyvim GFR (Sparks et al. 2014). Dalsimi stimuly k aktivaci RAAS jsou
mechanoreceptory v rendlni zile reagujici na kongesci s venostazou pfi CHSS a buiky
macula densa vyplavujici renin pii sniZeni systémového arteridlniho tlaku, casto
doprovazejici pokrocilé formy CHSS (Kopp et al. 1984).

ANG 1I, navozuje pfes AT; receptor vazokonstrikci odporovych cév, zejména
eferentnich arteriol (Myers et al. 1975). Diky tomuto zpétnovazebnému mechanizmu

dochézi k udrzeni GFR, ale za cenu sniZzeni PKL. Dal§im mistem plsobeni ANG II pfes
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AT receptory jsou proximalni tubulus, tlusta ¢ast vzestupného raménka Henleovy klicky a
sbéraci kanalky, kde ovliviiuje sodiko-vodikovy vyménik, sodiko-fosfatovy kotransport a
dalsi (Paxton et al. 1993; Sparks et al. 2014).

ANG 1I zéaroven stimuluje produkci aldosteronu v kiife nadledvin. Aldosteron je
dal$im vyznamnym efektorem RAAS, ktery svym plisobenim na amilorid-senzitivni
sodikovy kanal (ENaC) zvysuje resorpci sodiku z tubulli, ¢imz se podili na zadrzovani
sodiku a vody ledvinou. Aldosteron je metabolizovan pievazné v jatrech. Pti CHSS
s vyznamnou venostazou miize dochdzet ke sniZzeni jaternich funkci a mimo jiné
k sekunddrnimu hyperaldosteronizmu. Aldosteron je navic vyznamnym medidtorem
fibrotickych a prozanétlivych procest v ledving a srdci (Briet & Schiffrin 2010). Zanétliva
reakce, patologicka pfestavba ledvin a tvorba reaktivnich kyslikovych radikald (ROS) jsou
pti dlouhodobé aktivaci RAAS také zprostfedkovany ANG II pies AT, receptory a podili
se na progresi renalni dysfunkce (Sachse & Wolf 2007).

Dalsim mechanizmem koncentrace moce a zadrzovani vody v organizmu je
ANG II-zprosttedkovany antidiureticky u¢inek vazopresinu (antidiureticky hormon, ADH)

ve dreni ledvin (Sparks et al. 2014).
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Obr. 1 Renin-angiotenzinovy systém
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1.4.5. Natriuretické peptidy

Natriuretické peptidy jsou latky s hormonalnimi ucinky zastoupené zejména dvéma
typy — natriureticky peptid typu A (ANP) a natriureticky peptid typu B (BNP), vznikajici
v sinich, respektive v komorach srde¢nich. Stimulem pro tvorbu a vyplavovani aktivnich
forem ANP a BNP je zvySené napéti stény myokardu nebo aktivace ET, ANG II a
vazopresinovych receptorti (Lee & Daniels 2016). Pti CHSS dochazi vlivem selhavani LK
(jak u HFpEF, tak HFrEF) k nartstu plnicich tlaki LK a protektivné na to ke zvysSené
tvorbé a vyplavovani ANP a BNP, ¢ehoz se vyuziva v diagnostice CHSS, stanovuje se
BNP a jeho N-terminélni fragment (NT-proBNP) (Ibrahim & Januzzi 2017). ANP a BNP
jsou degradovany proteazou neprilysinem nebo intracelularné lyzozomalné.

Natriuretické peptidy pisobi zejména v ledvinach, diureticky a natriureticky, tlumi
aktivitu ENaC kandlu a Na'/K™ ATPazy ve sbéracim kanalku, ¢imz dochazi ke sniZeni
zpétné resorpce sodiku, a tim 1 vody ledvinou. Zaroven blokuji receptory pro vazopresin ve
sbéracim kandlku, inhibuji produkci reninu juxtaglomeruldrnimi bunikami nefronu,
navozuji vazodilataci aferentnich arteriol a vedou ke zvySeni GFR. Systémové maji
natriuretické peptidy antihypertenzni u€inky, navozuji hypovolémii a tlumi aktivitu SNS,
kardidlné ptsobi proti fibrotizaci a hypertrofii myokardu (Wong et al. 2017).

Vzhledem ke svym vySe zminénym ucinkiim ptisobi natriuretické peptidy celkove
protektivné oproti negativnimu pisobeni dlouhodobé aktivovaného RAAS, SNS a dalSich
systétml pii CHSS (Volpe et al. 2016). Zejména v pozdnich fazich CHSS vSak tento
kompenzacni systém selhava, jednak pro vycerpani schopnosti tvofit natriuretické peptidy
v adekvatnim mnozstvi k vyvazeni SNS, RAAS a dalSich systéml, a zaroven

1 pro rezistenci ledvin umocnénou jejich dysfunkei pii CKD (Chen 2007).
1.4.6. Eikosanoidy

Kyselina arachidonovd (AA), vyznamna slozka buné&nych membranovych
fosfolipidli, je metabolizovana 3 hlavnimi cestami — cyklooxygenazovou drahou na
prostaglandiny, prostacykliny a tromboxany; lipoxygendzovou drahou na lipoxiny,
leukotrieny a hydroxyeikosatetraenové kyseliny (HETEs) a enzymy z rodiny cytochromu
P450 - o-hydroxylazami na hydroxyeikosatetraenové kyseliny (HETEs) a epoxygendzami
na epoxyeikosatrienové kyseliny (EETs) (obr. 2). Vzniklé produkty jsou déale upravovany
B-oxidaci, esterifikaci a dalS§imi reakcemi a davaji tim vzniknout vicero aktivnim
metabolitim s rozmanitymi funkcemi v organismu; hraji dulezitou ulohu v regulaci

krevniho tlaku, pfi zanétlivych procesech, v regulaci vylu¢ovani sodiku 1 ledvinnych,
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plicnich a srde¢nich funkci (Fleming & Busse 2006; Imig 2019; Imig et al. 2022; Roman
2002; Zhang et al. 2018).

< Membranové fosfolipidy >

Kyselina arachidonova

I ] |
Lipooxygenazy ] [Cy‘tochrom P450]

Cyklooxygenazy
(COX-1, COX-2)

Leukotrieny [m-hyd rnxyla‘izv] [Epolwge na Z"h']
Prostaglandiny Lipoxiny

Tromboxany HETEs
Prostacykliny

5,6-EET
8,9-EET

11,312-FET
14,15-EET

Obr. 2 Metabolity kyseliny arachidonové

1.4.6.1. Epoxyeikosatrienové kyseliny

EETs jsou parakrinni latky s vyznamnymi vazodilatatnimi a natriuretickymi
vlastnostmi. RozliSujeme 4 zakladni izomery, podle umisténi epoxidové skupiny, které
vznikaji z AA Ucinkem epoxygendz ttidy CYP2C a CYP2J: 5,6-EETs, 8,9-EETs, 11,12-
EETs a 14,15-EETs. Jejich zastoupeni se li§i druhové i orgdnové, a rovnéz se meéni
v pritbéhu starnuti (Imig 2019; Roman 2002). EETs jsou produkovany buiikami endotelu a
plisobi zejména autokrinné¢ a parakrinné na hladkou svalovinu cév. Limitaci jejich
biologického ucinku je rychlé odbourdvani solubilni epoxidovou hydrolazou (sEH) na
biologicky neucinné dihydroxyeikosatrienové kyseliny (DHETs) (Nayeem et al. 2010;
Sudhahar et al. 2010).
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Utinky — Regulace cévniho tonu

EETs jsou syntetizovany v endotelovych bunkach, plsobenim bradykininu,
acetylcholinu a smykového tfeni ve sténé cévy (shear-stress) dochazi k jejich uvoliovani,
pisobi na hladkosvalové buiiky stény cév, aktivuji Ca-dependentni K'kanaly, dochazi
k vystupu K™ z buiiky, a tim padem hyperpolarizaci membrany a relaxaci hladkosvalové
buniky, coz je podkladem vazodilatacniho potencidlu EETs (obr. 4) (Fan ef al. 2015; Imig
2019; Roman 2002).

Vyluéovani sodiku

EETs blokuji epitelidlni sodikovy kanal (ENaC) v kortikdlnim sbérmém kanalku
ledvin, ¢imZ inhibuji zpétné vychytavani Na™ v této &asti glomerulu, zarovein inhibuji
Na'/H" kotransportér (NH-3) v proximalnim tubulu. Ob&ma témito mechanizmy pfispivaji
k vyssi natriuréze a regulaci krevniho tlaku (obr. 5) (Capdevila & Wang 2013; Fan ef al.
2015; Hye Khan ef al. 2014; Wang et al. 2014; Wei et al. 2004, 2006).

Kardioprotektivni u¢inky

Gen CYP2J2 koduje hlavni epoxygendzu produkujici EETs v lidskych
kardiomyocytech, u transgennich zvifat se zvySenou expresi tohoto genu nebo se snizenou
expresi SEH (zodpovédné za degradaci EETs) byl pozorovan protektivni uéinek vuci
sinovym i komorovym arytmiim indukovanym riiznymi zptisoby (ischemicko-reperfuzni,
objemové pietizeni, hypertrofie, f-adrenergni stimulace) (Chaudhary et al. 2013; Li ef al.
2020; Westphal et al. 2013; Wu et al. 1996). Byl prokazéan i pfiznivy vliv na rozsah
infarktu myokardu, regeneraci myokardu po ischémii 1 zmirnéni ischemicko-reperfuzniho
poskozeni (Gauthier et al. 2007; Neckat et al. 2018; Nithipatikom et al. 2006). K témto
kardioprotektivnim ucinkéim dochazi pres ATP-senzitivni K kanaly, Ca-dependentni K"
kanaly a fosfatidylinositol-3-kindzy (PI3K) (Chaudhary et al. 2013; Gross et al. 2013;
Westphal et al. 2013). Zaroven se EETs podileji na angiogenezi, a tim pfispivaji
k regeneraci poinfarktového myokardu (Imig et al. 2022; Zhao et al. 2018).

1.4.6.2. 20-hydroxyeikosatetraenova kyselina

Oproti EETs jsou ucinky 20-HETE na kardiovaskularni systém komplexnéjsi,
protoze jednak pisobi vazokonstrikéné a mé tim padem hypertenzni potencial, na druhou
stranu v ledvinach zvySuje natriurézu.

Vaskularni uc¢inky
20-HETE je vyznamny vazokonstriktor v perifernim a rendlnim fecisti, kde plsobi
zejména na aferentni arterioly a snizuje filtracni tlak v glomerulu, ¢ini tak inhibici Ca-

dependentnich K" kanaléi a zvySenou vodivosti pro vapnikové kanaly typu L, coz ve
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vysledku vede ke zvyseni intracelularni koncentrace Ca®*, depolarizaci hladkosvalovych
bun¢k a tedy k vazokonstrikci (obr. 4) (Williams et al. 2010; Zhang et al. 2018). Mimo
tento piimy vazokonstrikéni efekt potencuje 20-HETE vaskularni reaktivitu pro ANG II a
ET-1, coz dale ptispiva k vazokonstrikci (Alonso-Galicia et al. 2002; Imig 2019). Zaroven
bylo zjisténo, ze ANG II i ET-1 stimuluji v perifernich a rendlnich cévach produkci 20-
HETE, coz nabyva klinického vyznamu zejména u stavl s chronicky aktivovanym RAAS
a ET, jako napt. u CHSS (Cheng et al. 2012). V preklinickych animalnich studiich na
riznych hypertenznich modelech bylo prokazano, ze chronicka blokada 20-HETE ma
vyznamné antihypertenzni ucinky (Gawrys et al. 2020; Joly et al. 2006; Kaergel et al.
2002; Sedlakova et al. 2018).
Renalni uéinky

Oproti pro-hypertenznim vaskularnim ucinkim 20-HETE nejsou ty renalni tak
jednoznacné. 20-HETE zvysuje citlivost tubuloglomerularni zpétné vazby, a tim potencuje
snizeni GFR zpiisobené primdrné vazokonstrikénim uc¢inkem na aferentni arteriolu, a to
podporuje retenci sodiku v organismu (Roman 2002; Zou et al. 1994).

Na druhou stranu v proximalnim tubulu 20-HETE inhibuje reabsorpci sodiku
z primarni moce pfes blokadu Na'-K™ ATP4azy (Roman 2002), zarovei blokuje reabsorpci
sodiku v Henleové kliéce inhibici primarmé K' kanalu v luminalni membrang, a tim
sekundarné Na™-K"-2CI" kotransport v tlusté ¢asti vzestupného raménka Henleovy klicky
(obr. 5). Témito mechanizmy se vyznamné podili na udrzovani natriurézy (Roman 2002;

Wang et al. 1996; Zhang et al. 2018).

U experimentalnich i genetickych modelt hypertenze, srde¢niho i rendlniho selhéni,
je produkce arovnovdha EETs a 20-HETE naruSena. Proto se pfedpoklada, Ze spravné
zvolené farmakologické ovlivnéni téchto drah by mohlo vést k novym potencidlnim
terapeutickym moznostem (Fan ef al. 2015; Imig et al. 2022; Van Dokkum et al. 1999;
Zhang et al. 2018).

VAZOKONSTRIKCE VAZODILATACE

20-HETE | EETs |
€ | < b
- -
—
Normalni cévni tonus

Obr. 3 Vaskularni u¢inky EETs a 20-HETE
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BUNKA
HLADKEHO
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Cévni tonus
Preoliferace

NO

EETs
EETs Endotel

Obr. 4 Mechanizmy piisobeni EETs a 20-HETE na buiiku hladkého svalu (upraveno dle
Zhang et al. 2018) PLA — fosfolipaza A, PLC — fosfolipaza C, PGI, — prostaglandin I,, IP;

— inositoltrifosfat, DAG — diacylglycerol, E,, — membranové napéti

PROXIMALNI

TUBULUS TALH CCD

Obr. 5 Mechanizmy plsobeni EETs a 20-HETE na nefron (upraveno dle Zhang et al.
2018). TALH - tlusty segment vzestupného raménka Henleovy kli¢ky, CCD — korova ¢ast

sbéraciho kanalku
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2. Hypotéza disertacni prace

Na zékladé vySe zminénych aktualnich znalosti ptedpoklddame, ze zvySeni tkdaiiové
dostupnosti EETs, navozené poddavinim analogu EETs (EET-A) nebo inhibici sEH
(sEHi), zmirni rozvoj kardidlni a rendlni dysfunkce a zleps§i pribéh a preZivani

animdalniho CHS'S.

3. Cile disertacni prace

Cilem naSeho preklinického projektu bylo prokdzat sniZeni tkdaiiové (kardidlni a
rendlni) dostupnosti biologicky aktivnich EETs u animdlniho modelu CHSS (ACF TGR)
a zhodnotit viiv farmakologickych moZnosti ovlivnéni tohoto systému na preZivdni,

kardialni a rendlni funkce:
1) ACF TGR + monoterapie EET-A vs. monoterapie ACEIi, vs. kombinovana terapie ACEi +
EET-A avs. placebo (voda)
2) ACF TGR + kombinovana terapie ACEi + sEHi vs. monoterapie ACEi a vs. placebo (voda)

Dalsim cilem bylo zhodnotit pohlavni rozdily v odpovédi na lécbu ACF TGR

kombinovanou terapii ACEi + sEHI.
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4. Metody a material

4.1. Pokusna zvirata

4.1.1. HanSD a TGR(Ren2)27 potkani

Potkani TGR(Ren2)27 (dadle TGR) byli vySlechténi z Hannover Sprague-Dawley
potkant (dale HanSD) metodou mikroinjekce DBA/2J Ren2 useku transgenni DNA (mys$i
gen pro renin) do zralého Cerstvé oplodnéného oocytu HanSD potkana (Mullins et al.
1990). Jedna se o experimentdlni model maligni hypertenze, homozygotni jedinci za¢nou
ve Ctyfech tydnech véku rozvijet hypertenzi, kterd dosahuje maximalnich hodnot v
devatém tydnu véku zvitat (systolicky krevni tlak az 300 mmHg) a kratce poté zacne
dochazet k rozvoji levostranného srde¢niho selhani (De Boer et al. 2004).

Vzhledem k tomu, ze jsme se v naSich projektech nezaméfovali piimo na zkoumani
patofyziologie rozvoje srde¢niho selhani na podkladé extrémni aktivace RAAS, pouzivali
jsme heterozygotni zvifata, ktera vznikla zk¥izenim transgen-negativni HanSD samice
s homozygotnim TGR samcem a kterd rozvijeji mirngj$i hypertenzi s maximalnim
systolickym krevnim tlakem ve véku deviti tydnti kolem 240 mmHg a nedochazi u nich k
srdecnimu selhani (Opocensky et al. 2004).

VloZeny gen Ren2 je lokalizovan na autozomalnim chromozomu, proto hypertenzi
vyvinou ob¢ pohlavi, ackoliv jsme v pifedchozich pracich nasi laboratofe pozorovali
vyrazny pohlavni dimorfismus. Samci rozvijeji hypertenzi primérné o 30-40 mmHg vyssi
(Opocensky et al. 2004). Ve snaze predejit vykyvlim ve sledovanych parametrech vlivem
estralnich cyklii samic jsme v naSich pokusech pouZzivali samce, jak HanSD, tak TGR,
vyjma prace zkoumajici pohlavni rozdily v G¢innosti terapie sEHi na pribéh CHSS.

Vsechna zvifata byla chovana na zéklad¢ platnych smérnic a zavedené praxe v
Centru experimentalni mediciny Institutu Klinické a Experimentalni Mediciny (IKEM,
Praha), pochazela z chovnych pari poskytnutych z Max Delbriick Center for Molecular
Medicine (Berlin, Némecko). Zvitata byla chovéana v cyklu svétlo/tma (12 h svétlo a 12 h
tma) a krmena standardni normoslanou, normoproteinovou dietou (0,45% NaCl, 19-21%

obsah proteintl) vyrobenou firmou SEMED (Praha, CR) pro laboratorni potkany.

4.2. Chemikalie a metody

Inhibitor ACE (ACEi): pro inhibici angiotenzin konvertujictho enzymu jsme

pouzili béZn¢ dostupné, klinicky uzivané a ve vodé rozpustné farmakum Gopten 2 mg
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(Abbot, Praha, CR) s G¢innou latkou trandolapril, které bylo podavano potkantim v pitné
vod¢ ad libitum, v koncentraci 6 mg/l. Tato koncentrace byla v pfedeslych pracich nasi
laboratoie validovana jako dostatecnd k inhibici RAAS u tohoto modelu (Jichova et al.
2016).

Analog 14,15-epoxyeikosatrienové Kkyseliny (EET-A): chemickym vzorcem
sodium 2-(Z-(13-(3-pentyl)ureido)-tridec-8-enamido) malonat je zavedeny analog EETs,
vhodny pro in vivo experimenty (Imig et al. 2010). Podava se také v pitné vodé, v
koncentraci 10 mg/kg télesné hmotnosti, jejiz ucinnost byla ovéfena farmakokinetickymi a
nasledné in vivo studiemi (Falck et al. 2009; Hye Khan et al. 2014; Imig 2010; Walkowska
etal 2021).

cAUCB (sEHi): chemickym vzorcem cis-4-[4-(3-adamantan-1-yl-
ureido)cyclohexyloxy] benzoova kyselina, inhibitor sEH, jehoZ roztok jsme pfipravili
rozpusténim 26 mg krystalického cAUCB a 150 mg (2-hydroxypropyl)-p-cyclodextrinu
(Sigma-Aldrich, Praha, CR) v 5 ml etanolu (Penta, Praha, CR). Roztok jsme 5 min
sonikovali a poté doplnili do litru. Pro zachovani zasadit¢ho pH roztoku jsme piidali
hydrogen uhli¢itan sodny (3 ml/l). Roztok byl podavén v pitné lahvi ad libitum. Tento
protokol piipravy i davka byly pouzivany i v piedeSlych studiich nasi laboratote
(Honetschldgerova et al. 2011a, 2011b; Sporkova ef al. 2011), v nichZ jsme si ovéfili, Ze

koncentrace cAUCB je pro inhibici sEH dostate¢na.

4.2.1. Stanoveni hladin ANG II, EETs, DHETSs, 20-HETE v plazmé, v

ledviné a v levé komore srde¢ni

Zvitata byla usmrcena dekapitaci, plna krev byla sbirdna do ptedchlazené zkumavky
(4 °C) s ptislusnymi inhibitory (5 mM EDTA, 10 uM pepstatin, 1,25 mM 1,10-fenantrolin,
20 uM enalapril). Vyizolované ledviny a srdce byly osuseny a zvazeny. Tkan z levé
komory srde¢ni (LK) a jedné ledviny byla pouzita pro stanoveni koncentrace ANG II.
Ledvina a LK byly zhomogenizovany v pfedchlazeném metanolu. Vzorky krve i
homogenati tkani byly centrifugovany 10 min pii 3 000 x g a 4 °C. Plazma byla vysraZzena
predchlazenym etanolem (4 °C) a centrifugovana 10 min pii 3 000 x g a 4 °C.

Supernatanty ze vzorki krve i tkani byly odpatreny ve vakuové centrifuze (SpeedVac
Concentrator SPD101B, Savant Instruments, New York, USA) a uloZeny pii —80 °C pted
vlastnim stanovenim ANG II. Rekonstituované odparky ledvinnych homogenati byly

precistény na SPE kolonkach. Ziskané eluaty byly opét odpaieny a uchovany pii -80 °C.
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Plazmaticka, rendlni a srde¢ni koncentrace ANG II byla méfena radioimunologicky
pomoci komeréniho kitu (Euro-Diagnostika Co., Malmé, Svédsko) (Kopkan ez al. 2005).

Koncentrace EETs, DHETSs a 20-HETE v kuife ledvin a LK byla stanovena metodou
vysokotlaké kapalinové chromatografie s hmotnostnim detektorem (HPLC — MS/MS)
(Imig 2005) firmou Lipidomix GmbH (Berlin, Némecko).

4.2.2. Stanoveni albuminu v mo¢i

Koncentrace albuminu v moc¢i potkani byla méfena pomoci komer¢né dodavaného

kitu Rat Albumin ELISA Kit (AssayPro, St. Charles, MO, USA).
4.2.3. Stanoveni proteinovych expresi CYP4A, CYP2C23 epoxygenazy
a sEH v kire ledvin a v levé komore srde¢ni
Proteinové exprese CYP4A, CYP2C23 a sEH (prim. protilatky: ab140635, ab53944,
ab96695, ABCAM, Cambridge, UK) byly stanovovany metodou Western blotu (Huang et

al. 2007). Intenzita vyslednych bandt byla hodnocena denzitometricky a normalizovdna na

kontrolni protein B-aktin (prim. protilatka: ab8227, ABCAM, Cambridge, UK).
4.2.4. Aorto-kavalni pistél

Aorto-kavalni piStél (ACF) byla vytvofena mikrochirurgicky punkéni cestou dle
Garcii a Diebolda (Garcia & Diebold 1990), dle zavedeného protokolu v nasi laboratofi
(Melenovsky et al. 2011, 2012) (obr. 6).

Leva ledvina

18 G jehla
Vena 1.2 mm otvor

cava ~~ ">

- - Aorta Tkatiové lepidlo

Vpich

Obr. 6 Schéma mikrochirurgického vytvotfeni aorto-kavalni pistéle u potkana
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4.2.5. Echokardiografie

Echokardiografické vysetieni bylo provadéno na anestezovanych potkanech
(Thiopental, VAUB Pharma, CR, davka 50 mg/kg) bezprostiedné pied invazivni tlakové-
objemovou analyzou levé komory srdec¢ni. Pfed vySetfenim byli potkani zvézeni, oholeni
na ventralni a levé laterdlni Casti hrudniku a umisténi na vyhfivanou operacni desku
k udrZeni tepelného komfortu. Standardni srdecni parametry byly méfeny v M-modu ¢i B-
modu z parasternalni dlouhé osy, parasternadlni kratké osy v urovni papilarnich svali a
ctyrdutinové apikalni projekce, dle zavedeného protokolu v nasi laboratofi (Pokorny et al.
2019). Métené morfologické parametry zahrnovaly tloustku pfedni a spodni stény LK,
vnitini systolicky a diastolicky rozmér LK, velikost levé sin€, intersystolicky interval,
rozmé&r anulu trikuspiddlni chlopné (RVDI1), rozmér pravé komory (PK) v jeji poloving
délky (RVD?2), plochu PK v systole a diastole, a rozmér dolni duté zily. Z naméfenych
parametrl byly vypocitany standardizovanymi a validovanymi vzorci objem LK v systole
a diastole (Teichholzova formule), ejekéni frakce LK (EFLK), frakéni zkradceni LK
(FSLK), frakéni zména plochy PK (FAC), tepova frekvence, systolicky objem, srde¢ni
vydej, odhad hmotnosti LK snaslednou indexaci na délku tibie. VSechna
echokardiografickd meéfeni byla provadéna na animalnim ultrazvukovém pfistroji
Vevo® 2100 Imaging System se sondou MS250S (13-24 MHz), (FUJIFILM

VisualSonics, Inc., Toronto, ON, Canada).
4.2.6. Tlakové-objemova analyza levé komory srde¢ni

Invazivni tlakové-objemova analyza levé komory srdecni (pressure-volume analyza,
P-V analyza) byla provadéna bezprostiedné¢ po echokardiografickém vySetifeni na stale
inicidln¢ anestezovanych potkanech. Potkan byl po celou dobu na vyhfivané operacni
desce napojen na ttisvodové povrchové EKG, pomoci takto zméfené srdecni frekvence
byla déle fizena hloubka anestézie. Pfi vlastni P-V analyze je nejprve zaveden katetr do
levé vnitini juguldrni Zily, pomoci néhoz je mozné podavat léky, ¢i tekutiny, poté je
provedena tracheostomie a potkan je napojen na objemové fizenou umélou plicni ventilaci
— po podani myorelaxancia (Rocuronium, B. Braun Melsugen, Némecko) lze kratkodobé
eliminovat dechové pohyby k zaznamenani P-V kiivek. Poté je cestou pravé vnitini
jugularni Zzily zaveden Fogartyho balonkovy katetr (Fogarty Catheter, Edwards
Lifesciences, Irvine, USA) a pod ultrazvukovou kontrolou uloZen do dolni duté Zily pod
uroven branice, pomoci nafukovani a vyfukovani baldnku je mozné regulovat preload a pii

simultanné¢ zavedeném P-V katetru v LK méfit dynamické systolické a diastolické

30



parametry LK. Nakonec je pfes pravou karotickou tepnu zaveden P-V katetr (Millar
Mikro-Tip® rat PV catheter, ADInstruments, Bella Vista, Australie) retrogradn¢ do LK,
idealni polohy uprostfed LK je docileno ultrazvukovou kontrolou. Protokol ptipravy P-V
analyzy a samotné hemodynamické méfeni parametri LK byl pfevzat dle plivodni prace na
potkanech (Pacher et al. 2008) (obr. 7). Po skonfeni métfeni byl pokus ukoncen
predavkovanim zvifete vysokou davkou thiopentalu, ktery zplsobil bezbolestné a

nestresujici utraceni.
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Obr. 7 Priprava P-V analyzy

4.2.7. Meéreni pritoku krve ledvinou, glomerularni filtrace a

natriurézy

Zvirata anestezovand intraperitonedlné podanym thiopentalem (50 mg/kg, VUAB
pharma, Roztoky, CR) byla uloZena na termoregulacni opera¢ni stolky. Nasledné byla
provedena tracheostomie pro zajisténi volného dychani. Na trachedlni trubicku byl nasazen
nastavec s pfivodem 95% kysliku, 5% oxidu uhli¢itého. Cestou pravé jugularni Zily byl
zaveden PE-50 katetr za ucelem infuze fyziologického roztoku (0,9% NaCl, B. Braun,
Melsungen, Némecko) doplnéného o bovinni albumin (6%, Sigma Chemicals Co, Praha,
CR), k zajisténi dostateéného zavodnéni organismu a podavani anestetik. Cestou pravé
femoralni arterie v oblasti tfisla byl zaveden PE-50 katetr pro invazivni monitorovani
krevniho tlaku béhem pokusu (PowerLab/4SP, ADInstruments, Bella Vista, Australie) a
pro odebirani vzorkd krve v jednotlivych experimentalnich periodach. Potkanovi byla
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izolovéana leva ledvina a na levou rendlni arterii byla nasazena prutokova sonda (1RB,
Transonic Systems, Altron Medical Electronic GmbH, Némecko) pro méteni prutoku krve
ledvinou. Nasledné byl katetrizovan i levy mocovod PE-10 katetrem pro sbér moci.

Po postoperacni ekvilibraci (50 min) byl potkanovi vymeénén infuzni roztok
fyziologického roztoku za roztok s albuminem a polyfruktosanem inulinem (7,5%, Inutest,
Laevosan, Linz, Rakousko) pro stanoveni GFR v jednotlivych ¢astech pokusu. Celkem
probihaly 4 clearencové periody po 30 minutach, béhem kterych byl meétfen stiedni
arterialni tlak, PKL a odebirali se vzorky moce a krve na stanoveni hodnot GFR,
vylu€ovani sodiku a mnozstvi vylouc¢ené moce.

Mira GFR byla méfena kolorimetricky pomoci podavaného polyfruktosanu. Objem
vylou¢ené moce byl méfen gravimetricky, béhem kazdé sledované periody. Z téchto
vzorki bylo posléze stanoveno mnozstvi vylouceného sodiku metodou plamenové
fotometrie (BWB-BIO Flame Photometer, BWB Technologies Ltd. Newbury, UK). Pokus
byl ukoncen piedavkovanim zvifete vysokou davkou thiopentalu, ktery zpusobil
bezbolestné a nestresujici utraceni (Cervenka et al. 2015a, 2015b; Honetschligerova et al.

2011b).
4.2.5. Statisticka analyza

Statistickd analyza byla provadéna pomoci programu Graph-Pad Prism 8 (Graph-Pad
Software, San Diego, CA, USA). K porovnadni prezivacich kiivek byl pouZzit log-rank
(Mantel-Cox) test nasledovany Gehan—Breslow—Wilcoxon testem. VSechny ostatni
vysledky byly porovnany one-way ANOVA testem. Vysledky jsou uvedeny jako pramér
+/- standardni chyba priméru (mean +/- SEM); s hodnotou p <0,05 stanovujici statistickou

vyznamnost.
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5. Analog epoxyeikosatrienové kyseliny (EET-A)

EETs jsou parakrinni latky s vyznamnymi vazodilataénimi a natriuretickymi G¢inky
(viz. vySe) a prokazanymi kardio- a renoprotektivnimi vlastnostmi (Elmarakby 2012; Fan
& Roman 2017; Imig 2019; Imig et al. 2022; Lai & Chen 2021). V naSich pfedchozich
projektech jsme prokazali sniZenou renalni dostupnost aktivnich EETs u modelu ACF
TGR pfi rozvinuté rendlni insuficienci s poruSenou renalni hemodynamikou (Sporkova et
al. 2017; Vackova et al. 2019).

Cilem nasi prace bylo zkoumat vliv syntetického peroraln¢ aktivniho analogu EET
(EET-A) na rozvoj a prib¢h srde¢niho selhani, véetné vlivu na renélni dysfunkci (tzv.

kardiorenalni syndrom).

5.1. Série 1: Hodnoceni aktivity RAAS, SNS a CYP
metaboliti a enzymi v ¢asnych fazich srde¢niho selhani u

ACF TGR

Hlavnim cilem bylo zhodnotit stupeil systémové (plazmatické) a intrarenélni aktivace
obou vétvi RAAS a SNS v €asné fazi rozvoje srdecniho selhdni navozeného ACF, dal§im
cilem bylo vyhodnoceni aktivace CYP-450 epoxygendzovych a w-hydroxyldzovych drah
v ledvinach a v LK srdecni.

Hypertenzni (TGR) a normotenzni (HanSD) potkani ve véku 8 tydni podstoupili
ACF procedtru nebo operaci bez vytvoreni ACF (“sham®, kontrolni). V kazd¢ skupiné
bylo 12 zvifat.

1. Kontrolni HanSD potkani
2. Kontrolni TGR
3. ACFTGR

Po 2 tydnech byla zvifata dekapitovana s bezprostfednim odbérem plazmy, ledvin a
srdce. Méfena byla plazmaticka a renalni koncentrace ANG II, ANG 1-7, NA, tkéanova
koncentrace EETs, DHETSs, 20-HETE a proteinova exprese enzymiit CYP4A1, CYP2C23 a
CYP2J3 v ledvinach a v LK.

Vysledky

Vyssi plazmatické a rendlni hladiny ANG II, které byly pozorovany u TGR
kontrolnich potkanii oproti HanSD kontrolni skupiné (graf 1 - A, C), a zaroven srovnatelné

koncentrace ANG 1-7 u TGR kontrol a HanSD kontrol sv€d¢i pro porusenou systémovou a
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intrarenalni rovnovahu mezi vazodilatacni a vazokonstrikéni osou RAAS (graf 1 - B, D),
vyjadieno pomérem ANG 1-7 / ANG II, ve sméru hyperaktivace vazokonstrikéni drahy
(graf 1 - E, F). Vytvofenim ACF u TGR potkanii doslo k vyraznéjsi aktivaci vazodilatacni
osy RAAS a ke zvySeni plazmatické i1 rendlni koncentrace ANG 1-7 (graf 1).

S ohledem na aktivaci SNS nebyl mezi skupinami pozorovan vyznamny rozdil v
plazmatickych ¢i renalnich koncentracich NA (graf 2).

Zaroven nebyl zjistén vyznamny rozdil v koncentraci 20-HETE C¢i proteinové expresi
CYP4AL1 v srdecni (graf 3 - A, B) a vledvinné tkani (graf 3 - C, D), coz naznacuje, ze
mezi skupinami nebyl rozdil v aktivit¢ CYP-450-dependentni w-hydroxyldzové cesté
metabolismu AA.

Naopak byl pozorovan vyznamny rozdil v aktivit¢ CYP-dependentni epoxygenazové
cesté metabolismu AA. V ledviné i v LK byla snizena zejména koncentrace 11,12-EETs a
14,15-EETs (graf 4 - A, C), ktera byla doprovdzena vyznamnym zvySenim jejich
biologicky inaktivnich metaboliti (DHETS). Biologicka dostupnost aktivnich EETs, dana
pomérem EETs / DHETS, byla v ledvin€ 1 v LK sniZena o 65 % u skupiny TGR ACF
oproti TGR kontrolam (graf 4 - B, D). Proteinova exprese enzymu zodpovédného za
produkci EETs nebyla v ledvingé ani v LK TGR ACF oproti TGR kontroldm vyznamné
ovlivnéna (graf 4 - E, G), ale v LK TGR ACF byla oproti TGR kontrolam vyznamné vyssi
exprese proteinu sEH, enzymu dominantné degradujiciho EETs na inaktivni DHETSs (graf
4 -F).
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Graf 1. Aktivace vazokonstrikéni a vazodilataéni osy RAAS u ACF TGR oproti
kontrolnim HanSD a TGR 2 tydny po ACF / sham procedufe. * vs. kontrolni HanSD, p
<0,05. # vs. kontrolni TGR, p <0,05
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5.2. Série 2: Vliv dvoutydenni monoterapie EET-A a
kombinované terapie EET-A s ACEi na srdeCni funkce u

ACF TGR

Zvitata byla pfipravena stejné jako v predchozi sérii. Ve dne 0 (2 tydny po ACF /
sham procedufe) byla zvifata rozdé€lena do terapeutickych skupin a byla zapocata
dvoutydenni 1écba. Poté (tyden 2, tj. 4 tydny po ACF / sham proceduie) byli potkani
anestezovani thiopentalem sodnym (50 mg/kg télesné vahy), byla provedena
echokardiografie, P-V analyza LK a po skonfeni pokusu byly zvazeny organy.
Experimentalni skupiny byly nasledujici (v kazdé skupin€ 14 zvitat):

1. Kontrolni HanSD potkani

2. Kontrolni TGR

3. ACF TGR + voda (neléceni)

4. ACF TGR + EET-A

5. ACFTGR + ACEi

6. ACF TGR + EET-A + ACEi
Vysledky

Data potvrdila, zZe TGR bez ACF rozvijeji hypertrofii celého srdce 1 LK oproti
HanSD bez ACF. Neléceni ACF TGR méli oproti TGR bez ACF vyrazngjsi bilateralni
srde¢ni hypertrofii (celkova vaha srdce, i samostatné vahy LK, PK a sini). Navic, neléceni
ACF TGR vykazali vyznamné vys§i vahu plic nez kontrolni TGR, coZ poukazuje na
vyraznou plicni kongesci. Monoterapie EET-A nenormalizovala zadny z téchto vahovych
parametrl u ACF TGR. Naopak monoterapie ACEi i kombinace ACEi s EET-A vyznamné
sniZzili celkovou vahu srdce, vahu LK, PK i plic az na Groven kontrolnich TGR (tabulka 1).

Echokardiograficky nebyl zjiStén vyznamny rozdil v systolickych a diastolickych
rozmérech LK a PK mezi kontrolnimi HanSD a TGR, u téchto dvou skupin jsme
nepozorovali rozdil ani v hodnoceni funkce LK a PK (ejekéni frakce LK, frakéni zkraceni
LK, zména plochy PK, srde¢ni vydej), naopak jsme potvrdili vyraznéjsi koncentrickou
hypertrofii - vétsi tlouStka ptedni i spodni stény a relativni tloustka stén (relative wall
thickness — RWT) u kontrolnich TGR oproti kontroldm HanSD (tabulka 2).

Neléceni ACF TGR méli zvySeny systolicky objem 1 srdecni vydej (disledek
pistéle), vyrazné zvétSené rozméry LK 1 PK a snizena RWT, znacici excentrickou
hypertrofii. Echokardiograficky byla u ACF TGR patrna systolickd dysfunkce LK (métfena

ejekéni frakei a frakénim zkracenim LK) s neporuSenou systolickou funkci PK (méfeno
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zménou plochy PK — fraction area change — FAC), oproti kontrolnim TGR. Zadna
z monoterapii nezabranila témto zménam, kombinovana terapie ACEi a EET-A zmirnila
srdec¢ni hypertrofii (tloustku pfedni a spodni stény) u ACF TGR oproti nelécenym ACF
TGR (tabulka 2).

Invazivni P-V analyza LK ukézala vys$si maximalni tlak v LK (graf 5 - A), vyssi
miru vzestupu tlaku ((+dP/dt)max) (graf 5 - B), niz8i miru poklesu tlaku ((-dP/dt)max)
(graf 5 - D) a nizsi relaxacni konstantu fau (graf 5 - F) u kontrolnich TGR oproti
kontrolnim HanSD, ale stejny end-diastolicky tlak a objem u téchto kontrolnich skupin
(graf 5 - C, E). Neléceni ACF TGR méli vyznamné niz§i maximalni tlak v LK,
(+dP/dt)max i (-dP/dt)max, dale snizeny end-systolicky tlakové-objemovy vztah (ESPVR,
graf 6 - A), pfedtizenim modifikovanou systolickou praci (PRSW, graf 6 - D), snizenou
celkovou periferni cévni rezistenci (TPR, graf 6 - B) a zvySenou tenzi ve stén¢ LK (wall
stress) oproti kontrolnim TGR, z&dna z terapii neméla vliv na tyto parametry. Navic,
neléceni ACF TGR vykazali vyrazné zvyseny end-diastolicky tlak v LK, end-diastolicky
objem LK a prodlouzenou relaxacni konstantu tau v porovnani s kontrolnimi TGR, tyto
parametry zlepSily vSechny lécebné rezimy (monoterapie ACEi, EET-A 1 jejich
kombinace) (graf 5 - C, E, F).
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Tabulka 1. Télesna vaha a vahy organt 4 tydny po ACF / sham procedufe, j. 2 tydny na terapii (voda/ACE:/ EET-A / EET-A + ACEi)

Skupina

HanSD TGR ACFTGR ACFTGR ACFTGR ACFTGR

+voda +voda +voda + ACEi +EET-A  +EET-A + ACEi
Télesna vaha (g) 465 +7 487 +9 415 +9 460 + 16 453+8 449+7
Délka tibie (mm) 38.2+03 37.7+02 375+02 378+02 373+03 374+02
Vaha srdce (mg)/délka tibie (mm) 37.69+0.74 48.01+098 6827+1.07° 5449+1.06° 64.07+1.19 56.69+1.04°
Vaha LK (mg)/délka tibie (mm) 2456+021 33.69+091" 40.79+0.89 33.86+0.24° 38.07+0.81 35.76+0.26°
Vaha PK (mg)/délka tibie (mm) 728+019 756+0.21 14.69+0.39 1195+0.18° 1526+043 11.69+0.21°
Vaha LK (mg)/PK (mg) 0296+0.02 0224+0.01 0361+0.03 0353+002 0401+0.09 0327+0.02¢
Vaha plic (mg)/délka tibie (mg) 5048 +1.06 4852+129 7489+143 61.69+1.17° 6848+239 56.64+1.23°

Vaha ledviny (mg)/délka tibie (mg) 3927+051 42192129 4035+1.13 3694+144 39.04x1.14 37.89x071

Vaha jater (mg)/délka tibie (mg) 455+ 16 459 +17 435+21 449 +24 464 +26 432+29

Hodnoty jsou praméry + SEM, LK =leva komora, PK = prava komora.

* P <0,05 vs. kontroln{ HanSD potkani; # P <0,05 vs. TGR + voda; ® P <0,05 vs. ACF TGR + voda|

Tabulka 2. Echokardiografie 4 tydny po ACF / sham procedufe, tj. 2 tydny na terapii (voda/ACEi/ EET-A /EET-A + ACEi)

Skupina

HanSD TGR ACFTGR ACFTGR ACFTGR ACFTGR

+voda +voda +voda +ACEi +EET-A  +EET-A + ACEiL
Tepova frekvence (min?) 371+11 376 +10 3569 368+8 3648 35411
Diastolicky rozmér LK (mm) 664013 614016 999=024* 895:021 9.83+023 1027025
Systalicky rozmér LK (mm) 339016  299x0.11 606027 536x021 6.01+019 637x0.21

Tloustka pfednd stény LK v diast. (mm) 2.06+0.06 276+0.04" 2.18+0.05* 2.08=0.04 2.06+0.05 1.68=0.02¢

Tloudtka zadni stény LK v diast. (mm) 222+0.06 3.11+0.08 247008 239:006 236+006 187=0.02°

RWT LK 067002 1.02:0.06" 048=0.02* 054=0.03 048+002 037=0.02¢
Ejekénd frakce LK (%) 782+17 81.6+09 672+ 1.1 66.8+1.3 68.4+14 65212
Frakéni zkracendi LK (%) 485+1.7 51.3+08 396+1.1¢ 40311 389+1.1 37609
Systolicky objem LK (ul) 179+64 156 +9.9 379+£19.3¢ 30311 364 =184 376 +18.2
Srdeéni vydej (ml/min) 609+1.7 58.5+3.6 133.6+5.5 111.5:x46 1328+68 1395:6.1
RVD1 (mm) 323+008 319011 5.61=036° 4262026 479+025 5.62=0.18
RVD2 (mm) 3.07£009 267014 5.01:043 3882024 405+£020 528=0.16

Frakéni zména plochy PK (FAC) (%)  54.7+19 55.7+28 503+29 49421 51.5+3.2 44.1+29

Hodnoty jsou praméry = SEM, LK = leva kemora, PK = prava komora, RWT = relative wall thickness (relativni tloustka stény),
RVD1 = diastolicky rozmér PK u baze, RVD2 (diastolicky rozmér PK v poloving komory).

* P <0,05 vs. kontrolnd HanSD + voda; * P <0,05 vs. kontrolni TGR + voda; @ P <0,05 vs. ACE TGR + voda
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5.3. Série 3: VIliv dvoutydenni monoterapie EET-A a
kombinované terapie EET-A s ACEi na renalni

hemodynamiku a na funkce ledvin u ACF TGR

V této sérii byly zkoumdany stejné experimentalni skupiny po shodné ptipravé jako
v ptedchozi sérii (ACF / sham procedura ve dne -14, ve dne 0 zahajeni terapie), v kazdé
skuping bylo 12 zvitat:

1. Kontrolni HanSD potkani

Kontrolni TGR
ACF TGR + voda (neléceni)
ACF TGR + EET-A
ACF TGR + ACEi
6. ACF TGR + EET-A + ACEi

A

Po dvou tydnech 1écby (den +14) byla zvirata anestezovana thiopentalem sodnym
(50 mg/kg télesné vahy) a byl proved akutni clearancovy pokus pro zhodnoceni renalni
hemodynamiky a exkre¢nich parametrt (viz. vyse).

Vysledky

Nelé¢eni ACF TGR méli nizsi stfedni arteridlni tlak (MAP) nez kontrolni TGR,
podobny jako kontrolni HanSD. VSechny terapeutické reZimy (monoterapie ACEi, EET-A
1 jejich kombinace) vyznamné sniZily arteridlni tlak u ACF TGR na srovnatelné hladiny
mezi sebou (graf 7 - A). Nebyl rozdil mezi skupinami v mife glomerularni filtrace (GFR)
(graf 7 - C). Neléceni ACF TGR vykazali vyrazné€ sniZzeny pritok krve ledvinou (PKL)
(témét 40 % relativni redukce), déle sniZeni diurézy, absolutni natriurézy i frakéni exkrece
sodiku oproti kontrolnim TGR, ¢emuZ Zadny terapeuticky reZim vyznamné& nezabranil

(graf 7-B, D, E, G, H).
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5.4. Série 4: Vliv dlouhodobé monoterapie EET-A a
kombinované terapie EET-A s ACEi na mortalitu, albumiurii

a srdec¢ni funkce u ACF TGR

Potkani samci byli pfipraveni dle stejného protokolu jako v pfedchozich sériich
(ACF / sham procedura ve dne -14, ve dne O =zahajeni terapie) s nasledujicimi

experimentalnimi skupinami:

1. Kontrolni HanSD potkani (inicialni n = 20)

2. Kontrolni TGR (inicidlni n = 21)

3. ACF TGR + voda (neléeni) (inicialni n = 32)
4. ACF TGR + EET-A (inicidlni n = 32)

5. ACF TGR + ACEi (inicialni n = 32)

6. ACF TGR + EET-A + ACEi (inicidlni n = 33)

Doba sledovani byla 20 tydnt (den +140), ve dnech oznacenych jako 0, +14, +28,
+70 a +140 byla zvifata na 24 h umisténa do metabolickych kleci, byla sbirdna moc
améfena diuréza a albuminurie. Na konci sledovaci doby bylo u piezivsich potkanii
provedeno echokardiografické vysetieni, invazivni P-V analyza LK a po ukonceni
experimentu byly zvazeny organy. Z kazdé kontrolni skupiny (100 % pteZiti) bylo ndhodné
vybrano 12 zvirat k t€émto méfenim.

Vysledky

Vsichni kontrolni (bez ACF) HanSD 1 TGR potkani pfeZili do konce experimentu.
Neléceni ACF TGR zacali umirat ve dne +3 (17 dni po vytvofeni ACF) a ke dni +70 byli
vSichni mrtvi. Terapeutické rezimy vyznamné zvysili pieZivani ACF TGR oproti nelécené
skupin€ s procentudlnim ptezitim na konci experimentu 45,5 % (monoterapie EET-A),
59,4 % (monoterapie ACEi) a 71 % (kombinace EET-A a ACEi), rozdily mezi
terapeutickymi skupinami nebyly vyznamné (ACF TGR + EET-A vs. ACF TGR + ACEi,
p = 0,25; ACF TGR + EET-A vs. ACF TGR + EET-A + ACEi, p = 0,20; ACF TGR +
ACEi vs. ACF TGR + EET-A + ACEi, p = 0,83; neléCeni ACF TGR vs. vSechny

terapeutické skupiny, p <0,05; kontrolni TGR vs. v§echny terapeutické skupiny, p <0,05)
(graf 8).

Na zacatku experimentu (den 0, tj. 2 tydny po ACF / sham procedute) vykazali
kontrolni TGR 20krat vyssi albuminurii nez kontrolni HanSD potkani. Ve skupiné¢ ACF
TGR byla albuminurie 2 tydny po vytvoteni ACF 2,5krat niz$i neZ u kontrolnich TGR, coz

bylo pravdépodobné zpiisobeno inicialni renalni hypoperfuzi kratce po vytvoreni ACF a
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nasledném poklesu krevniho tlaku. Albuminurie u kontrolnich HanSD potkanii postupné
rostla v pribéhu experimentu s vékem potkanl, nicméné na konci byla stale vyznamné
nizs$i nez u kontrolnich TGR na zacatku (3,9 £ 0,2 vs. 8,2 = 1,6 mg/24 h, p <0,05). [ u
kontrolnich TGR doslo k vyrazné elevaci albuminurie v pritb¢hu experimentu (45,1 + 4,1
vs. 8,2 = 1,6 mg/24 h, p <0,05) (graf 9).

Vsechny terapeutické rezimy snizily albuminurii u ACF TGR, vyraznéji pfi terapii
s ACEi (monoterapie ACEi i kombinace ACEi s EET-A) oproti monoterapii EET-A, kdy
byly hodnoty albuminurie na konci experimentu nizs$i nez u kontrolnich HanSD potkant
(0,14 £0,02 2 0,13 £0,02 vs. 3,9 £ 0,2 mg/24 h; p <0,05 pro oba rezimy — ACEi i ACEi +
EET-A) (graf 9).

Progresivni mirné zvySovani albuminurie s vékem u normotenznich potkanli
(HanSD) je fyziologicky jev starnuti, u hypertenznich potkanti (TGR) je vyraznéji rostouci
albuminurie uznadvanym ukazatelem hypertenzniho organového poskozeni (hypertenzni
nefropatie) (Honetschlagerova et al. 2021).

Tabulka 3 zobrazuje vahy organti pfezivSich potkanli na konci experimentu (po 20
tydnech terapie), vzhledem ke 100% mortalit¢ nelécenych ACF TGR muzeme porovnavat
pouze terapeutické skupiny mezi sebou a ev. s vahami v ¢asném stadiu srde¢niho selhani
(4. série 2, po 2tydenni terapii). Stupen bilaterdlni srde¢ni a LK hypertrofie na konci
experimentu byl u obou monoterapii podobny jako u nelécené skupiny ACF TGR 4 tydny
po ACF procedufe. Kombinovana terapie ACEi s EET-A vyznamné zmirnila rozvoj
bilateralni srde¢ni hypertrofie a plicni kongesce oproti monoterapiim ACEi1 ¢i EET-A.

Echokardiograficky byly na konci experimentu u vSech terapeutickych rezimu
zvétSeny systolicky 1 diastolicky rozmér LK oproti neléené skupin€ ACF TGR 4 tydny po
ACF procedute. Zarovenl doslo u vSech skupin k podobné vyraznému zhorSeni funkce PK
oproti ¢asnym fazim srde¢niho selhdni (série 2), hodnoceno parametrem zmény plochy PK
(FAC) (tabulka 4).

Invazivni P-V analyza LK u pfeZivSich potkanli na konci experimentu ukazala
zvySeny end-diastolicky objem a tlak v LK u obou monoterapeutickych rezimt (graf 10 -
C, E), ktery byl srovnatelny s hodnotami nelécenych ACF TGR 4 tydny po ACF
procedure, avSak kombinovana terapie ACEi s EET-A end-diastolicky tlak v LK snizila na
uroven pozorovanou u kontrolni TGR skupiny, u end-diastolického objemu LK se jednalo
o nesignifikantni trend k jeho zmenSeni.

Vsechny skupiny ACF TGR méli oproti TGR kontroldm na konci experimentu
sniZzené systolicke i diastolické hemodynamické parametry (ESPVR, EDPVR, PRSW, graf
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11 - A, C, D). ACF TGR s monoterapiemi ACEi i EET-A m¢li vyssi napéti stény LK (wall
stress, graf 11 - E) v porovnani s kontrolnimi TGR, ale kombinovana terapie ACEi s EET-

A tento parametr vyznamné snizila na Giroven srovnatelnou s kontrolnimi TGR.

@ ACF TGR + voda 7% ACF TGR + ACEi
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Tabulka 3. Télesna vaha a vahy organt 22 tydnti po ACF / sham procedufe, tj. 20 tydnti na terapii (voda/ ACEi/EET-A/EET-A + ACEi)

Skupina

HanSD TGR ACFTGR ACFTGR ACFTGR

+voda +voda + ACEi +EET-A +EET-A + ACEi
Télesna vaha (g) 63010 6339 689+ 8 701+19 608 + 182
Délka tibie (mm) 438+0.2 437+03 441+04 442 +04 441+04
Vaha srdce (mg)/délka tibie (mm) 33.67 +0.58 46.69+0.79°  65.09 +1.12 66.12+1.22¢  55.01 + 1.09®
Vaha LK (mg)/délka tibie (mm) 26.94+0.23 34.55+0.89°  39.22+0.27* 4027029+  33.33+0.21®
Vaha PK (mg)/délka tibie (mm) 7.47+021 7.57+0.18 15.87 +0.35 15.77 +0.33% 11.36 £ 0.22¢
Vaha LK (mg)/PK (mg) 0.277 +0.03 0.219+0.03 0.405 +0.04* 0.392+0.03  0.341+0.03®
Vaha plic (mg)/délka tibie (mg) 49.77 +1.18 48.06 +1.23 6191 +1.51¢ 66.97+178"  51.29+0.98®
Vaha ledviny (mg)/délka tibie (mg)  42.69 +0.99 4256+1.17 3901123 4027+116  3923:125
Vaha jater (mg)/délka tibie (mg) 458 +19 440 + 23 444 +27 437 +25 447 +28

Hodnoty jsou praméry + SEM, LK = leva komora, PK = prava komora.

* P <0,05 vs. kontroln{ HanSD potkani; * P <0,05 vs. TGR + voda; ® P <0,05 vs. ACF TGR + voda

Tabulka 4. Echokardiografie 22 tydnti po ACF / sham procedufe, tj. 20 tydnii na terapii (voda / ACEi / EET-A / EET-A + ACEi)

Skupina
HanSD TGR ACFTGR ACFTGR ACFTGR
+voda +voda + ACEi +EET-A + EET-A + ACEi

Tepova frekvence (min?) 372+9 365+18 36329 365+ 11 368 +19

Diastolicky rozmér LK (mm) 6.96 +0.22 7.09+£0.27 11.29+ 0.31* 11.12+0.51% 11.51+0.29

Systolicky rozmér LK (mm) 3.78+0.22 4.35+0.39 7.55 +0.26° 7.63 +0.44¢ 7.69x0.37

Tloustka piedni stény LK v diast. (mm) 2.32+0.06 3.05+0.06" 2.06 0.05¢ 2.25£0.06° 1.87 = 0.05¢

Tloustka zadni stény LK v diast. (mm) 2.55+0.06 3.07+0.11" 2.08 +0.05 212+ 0.07¢ 2.02 +0.05°

RWT LK 0.738 £ 0.04 0.913 £ 0.04 0.368 + 0.02¢ 0.393 £ 0.02° 0.369 = 0.03¢

Ejekéni frakce LK (%) 75819 71.6+2.6 55.8 + 1.6 53.9+1.4° 57.3x1.5°

Frakéni zkraceni LK (%) 46117 44.6+1.6 333=x07° 325=1.1¢ 32408

Systalicky objem LK (ul) 191 +11 174+ 8 437 £22¢ 408 + 29¢ 414 + 31+

Srdecéni vydej (ml/min) 699115 63642 158 + 6.2¢ 152 +10.1% 155+ 8.7¢

RVDI (mm) 3.06 +0.13 3.08+0.11 6.65+0.19* 5.81+0.36° 541=0.13°

RVD2 (mm) 245+0.11 249+0.12 6.03 £ 0.16 528 +0.21° 5.02=0.12¢

Frakéni zména plochy PK (FAC) (%) 61958 65.1+5.2 359117 39.5=1.6° 33714

Hodnoty jsou primeéry + SEM, LK = leva komora, PK = prava komora, RWT = relative wall thickness (relativni tloustka stény),
RVD1 = diastolicky rozmér PK u baze, RVD2 (diastolicky rozmér PK v poloviné komory).
" P <0,05 vs. sham-operated Han3D rats; * P <0,05 vs. TGR + water; ® P <0,05 vs. ACF TGR + ACEi
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5.5. Diskuze

5.5.1. Aktivita neurohumoralnich systémi wu srdecniho selhani

navozeného ACF

Aktivita vazoaktivnich / neurohumoralnich systémii byla hodnocena v ¢asné fazi
srdecniho selhani navozené¢ho ACF (2 tydny po ACF procedufe, v dobé tésné¢ pied
zahajenim terapeutickych rezimu v dalSich sériich). Nase data naznacuji, ze ACF u tohoto
modelu ANG II-dependentni hypertenze vede k ¢asnéjsi aktivaci intrarendlni a systémové
vazodilatacni / natriuretické osy RAAS (dle koncentraci ANG 1-7 a poméru ANG 1-7 /
ANG II) oproti té vazokonstrikéni / sodikoreten¢ni, kterd se dle neurohumoralni hypotézy
podili na dlouhodobé progresi srde¢niho selhdni. NasSe vysledky jsou v souladu se
zjisténim, ze zvySeny pomér ANG 1-7 / ANG II predikuje kompenzovanou fazi CHSS
s priznivéjsi prognozou (Wang et al. 2020). Nezjistili jsme vyznamny rozdil v plazmatické
¢1 intrarendlni koncentraci NA, coz naznacuje, ze 2 tydny po vytvofeni ACF jesté
nedochazi k vyrazné systémové ¢i intrarenalni aktivaci SNS (Diaz et al. 2020; Dube &
Weber 2011; Hartupee & Mann 2016; Packer 1992; Packer & McMurray 2017). Souhrnné
se tedy vtuto dobu jednd o casnou fazi kompenzovaného srde¢niho selhani bez
hyperaktivace dlouhodobé maladaptivnich neurohumoralnich systémi.

Pfi zaméteni na dalSi vazoaktivni systémy jsme zjistili snizenou tkdfiovou dostupnost
biologicky aktivnich EETs v ledviné a v myokardu LK u ACF TGR, coZ nebylo dano
jejich snizenou produkci (dle proteinové exprese CYP2C23 a CYP2J3), ale spise zvySenou
degradaci na biologicky méné aktivni DHETS, navic jsme v ledvin€ i v myokardu LK
detekovali zvySenou proteinovou expresi SEH, enzymu, ktery se podili na metabolizovani
EETs na DHETSs. To podpofilo nasi hypotézu a zkoumdani terapeutickych rezimt s EET
analogem a inhibitorem sEH (viz. niZze). Naopak naSe dalsi zjiSténi, ze u ACF TGR neni v
Casnych fazich zvysSena tkanova proteinova exprese CYP4A1l ani koncentrace 20-HETE
nepodporuje hypotézu maladaptivnich G¢inka této CYP-450-dependentni w-hydroxyldzové
cesty metabolismu AA na progresi chronického srde¢niho selhani (Alsaad et al. 2013;
Rocic & Schwartzman 2018). Je ale mozné, Ze k jeji aktivaci dochazi v pozdé€jSich fazich
nebo pifi dekompenzaci chronického srde¢niho selhdni, coz jsme ale vnasi studii

nezkoumali.
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5.5.2. Vliv terapeutickych rezimi na prezivani

Prokazali jsme vyrazné€ ptiznivy vliv monoterapii EET-A 1 ACEi na snizeni mortality
u ACF TGR. To podporuje nasi vyse zminénou hypotézu negativniho vlivu snizené
tkanové dostupnosti biologicky aktivnich EETs u CHSS a naznacuje, ze farmakologické
postupy na zvraceni tohoto jevu by mohly byt budoucimi novymi terapeutickymi sméry
v 1écbé CHSS. Terapie tlumici hyperaktivovanou vazokonstrikéni / natrium retencni osu
RAAS (ACEi) je delsi dobu zavedenym zlatym standardem farmakoterapie CHSS, coz
bylo podpofeno mnoha klinickymi randomizovanymi studiemi, kde terapie ACEi zlepsila
pribéh i progndézu pacienti s CHSS (McDonagh ef al. 2021), a byla také ovéfena na
modelu ACF TGR (Cervenka et al. 2015b). V pokro¢ilych fazich onemocnéni viak i tato
terapie nardzi na své limity zejména ve smyslu antihypertenzniho efektu, a tudiz
nemoznosti pouziti u pacientii se sklonem k hypotenzi. Proto je intenzivni snaha vyvinout
nové terapeutické moznosti ovlivitujici jiné metabolické drahy bez vyraznych nezaddoucich
ucinkt (v€. antihypertenznich) do kombinaci se zavedenymi léky.

NaSe vysledky demonstruji zlepSeni pfezivani u modelu ACF TGR s obéma
monoterapiemi, i kdyz kazdé pasobi pies jiny humoralni systém, coz indukuje hypotézu, ze
by kombinovana terapie pomoci EET-A a ACEi mohla zlep$it pfezivani nad ramec
monoterapii. Toto vSak v nasi studii nebylo potvrzeno. I kdyZ procento pieZiti na konci
experimentu bylo u kombinované terapie numericky vysSi neZ u monoterapii, nedosahlo
statistické signifikance. Experiment byl ukoncen podle protokolu po 20 tydnech terapie,
bohuzel nevime, zda by se ptfiznivy efekt kombinované terapie neprojevil pozdéji. Tuto
uvahu podporuji vysledky echokardiografie a vahy organi u ptezivSich potkanii na konci
experimentu, kde byl pozorovan piiznivy efekt kombinované terapie na celkovou srdecni i
samostatnou PK a LK hypertrofii a na plicni kongesci oproti monoterapiim. Navic,
invazivni P-V analyza LK u téchto ptezivSich potkanti prokdzala u kombinované terapie
sniZzeni end-diastolického tlaku v LK a snizeni napéti steny LK (wall stress) oproti

monoterapiim.

5.5.3. Mechanizmy priznivého terapeutického icinku

Z naSich ptedchozich praci vime, Ze u ACF TGR zac¢ina od 3. tydne po vytvofeni
ACF dochazet k umirani potkanti, po 5. tydnu zije kolem 50% a po 10. tydnu témét zadny
jedinec, proto jsme nacCasovali zahdjeni farmakoterapie do casné kompenzované faze

CHSS, nez zaéne dochazet k jeho dekompenzacim a akceleraci mortality (Cervenka et al.
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2015b; Honetschlagerova et al. 2021; Kratky et al. 2021). Nejvyrazné€jsi redukci mortality
oproti nelécené skupiné jsme u terapeutickych reziml pozorovali kolem 4. tydne po
vytvoteni ACF (tj. 2 tydny na 1écbé), kdy nelécenych ACF TGR piezivalo pouze 41 %,
oproti terapeutickym skupindm (85 %, 97 % a 94 %). Proto jsme v sériich 2 a 3 provedli
v tuto dobu (2 tydny na 1écbé, tj. 4 tydny od ACF / sham procedury) experimenty k
oziejméni pfiznivého terapeutického efektu na piezivani pies zlepSeni srde¢nich nebo
renalnich funkci, nebot’ rendlni insuficience je vyznamna komorbidita u srdecniho selhani
ovliviujici dlouhodobou prognézu (viz. vyse).

Neléceni ACF TGR méli v dobé renalniho pokusu (4 tydny od ACF procedury) jiz
rozvinuté poskozeni renalni hemodynamiky a vylucovacich funkci, av§ak piekvapive jsme
nepozorovali vyznamné zlepSeni na Zadném z terapeutickych rezimi. Renalni mechanizmy
tedy pravdépodobné nejsou dominantné zodpovédné za piiznivy efekt 1é€by na prezivani.

Vytvoteni ACF vedlo po 4 tydnech k vyrazné excentrické remodelaci a hypertrofii
LK z divodu zvyseného srde¢niho vydeje (Cast srde¢niho vydeje se zkratuje pres ACF).
Pomoci echokardiografie a P-V analyzy LK jsme prokédzali sniZzeni systolické
(+(dP/dt)ymax, ESPVR, PRSW, ejekéni frakce LK a frakéni zkrdceni LK) i1 diastolické
(—(dP/dt)max a relaxacni konstanta LK) funkce LK jiz v ¢asnych fazich srdecniho selhani
(4 tydny po ACF proceduie). NeléCeni ACF TGR méli v tuto dobu i zvyseny end-
diastolicky tlak a objem LK doprovéazeny vyssi vahou plic, ale nikoliv jater, coz poukazuje
na rozvoj zejména levostranného srde¢niho selhani, prozatim bez znamek selhavani PK.
Vsechny tfi1 terapeutické reZimy zmirnily zvySeni end-diastolického objemu, tlaku 1
relaxacni konstanty tau LK, ale dal$i systolické a diastolické parametry nebyly statisticky
vyznamné¢ ovlivnény. Monoterapie ACEi a jeho kombinace s EET-A navic vyraznég sniZila
plicni kongesci (u monoterapie EET-A pouze statisticky nevyznamny trend). Tato
terapeutickd zlepSeni po 2 tydnech 1écby se podilela na zmirnéni mortality ACF TGR na
srdeCni selhani. BohuZel naSe echokardiografickd data a P-V analyza LK u ptezivSich
potkanil na konci pieZivaci série neprokazaly Uplnou protekci pred postupnym rozvojem
bilateralniho srde¢niho selhani se zddnym z nasSich terapeutickych rezimda.

Pfesné mechanizmy pfiznivého ovlivnéni end-diastolického objemu, tlaku a
izovolumické relaxace LK s naslednou snizenou plicni kongesci v kritické fazi srde¢niho
selhani u ACF TGR nejsou do detailu objasnény, ackoliv vime, Ze tento efekt
kombinované terapie ACEi s EET-A neni dan sniZzenim afterloadu, protoZe nedoSlo ke
sniZeni celkové periferni rezistence (TPR), jak po 2 tydnech 1écby, tak na konci ptezivaci

série. Proto bychom rddi v budoucnu studovali tyto pfiznivé terapeutické efekty na

53



bunééné a subcelularni urovni napf. analyzou exprese messanger RNA (mRNA)

v myokardu LK.
6. Inhibitor solubilni epoxid hydrolazy (sEHi)

Vzhledem ke zjisténi snizené srdeCni a renalni tkanové dostupnosti aktivnich EETs a
vyssi proteinové expresi SEH u ACF TGR je dal$i moznosti zvraceni tohoto deficitu
inhibice degradace EETs na neaktivni DHETs. K tomu byl v naSich studiich pouzit
inhibitor sEH (sEHi): cAUCB (cis-4-[4-(3-adamantan-1-yl-ureido)cyclohexyloxy]

benzoova kyselina, viz. vyse).

r r

6.1. Vliv kombinované 1écby sEHi s ACEi na prezivani a

renalni funkce u potkaniho CHSS

V nasi nedavné praci jsme potvrdili ptiznivy vliv monoterapie sEHi na rozvoj renalni
insuficience a ptezivani u ACF TGR. Nelé¢eni ACF TGR méli pfezivani po 50tydennim
sledovani pouze 14 %, monoterapie sEHi ho vyznamné zvysila na 41 % (Cervenka e al.
2015b). Vzhledem k unikatnimu mechanizmu ucinku sEHi oproti zavedené farmakoterapii

CHSS jsme v tomto projektu zkoumali aditivni efekt sEHi v kombinaci s ACEi.

6.1.1. Série 1: Vliv kombinované lécby ACEi a sEHi na prezivani

ACF TGR potkant

Potkani podstoupili ACF / sham proceduru v tydnu -1 (viz. metodika), v tydnu 0 byli
rozdéleni do terapeutickych skupin:
1. Kontrolni HanSD potkani + placebo (voda) (pocatecni n=7)
2. Kontrolni TGR + placebo (pocate¢ni n=9)
3. ACF TGR + placebo (pocatecni n=32)
4. ACF TGR + ACEi (pocatecni n=32)
5. ACF TGR + ACEi + sEHi (pocate¢ni n=36)
Doba sledovani byla 50 tydn.
Vysledky
Vsichni HanSD 1 TGR potkani po sham procedute piezili do konce experimentu.
Neléceni ACF TGR zacali vyznamnéji umirat 3 tydny po ACF a po 29. tydnu jiz nezil
zadny. Monoterapie ACEi zvysila pfezivani na konecnych 84 % (p <0,05 oproti neléCenym

ACF TGR). Kombinovana 1éc¢ba sEHi1 a ACEi zlepSila pfeZivani na 53 % oproti neléenym
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ACF TGR (p <0,05), avsak oproti monoterapii ACEi byla vyznamné horsi (p <0,05) (graf
12).
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Graf 12. Pfezivaci graf

6.1.2. Série 2: Vliv dvoutydenni kombinované 1écby ACEi a sEHi na
vahu organi, krevni tlak a na renialni hemodynamiku a exkrecni

funkce u ACF TGR

Zvitata byla pfipravena jako v predchozi sérii (ACF / sham procedura v tydnu -1), v
tydnu 0 byli potkani rozdéleni do terapeutickych skupin a byla zahajena 1é¢ba. Po dvou
tydnech 1écby byly provedeny rendlni clearencové pokusy ke zhodnoceni rendlni
hemodynamiky a exkre¢nich funkci (viz. vyse).

Studovany byly stejné skupiny jako v sérii 1:

1. Kontrolni HanSD potkani + placebo (voda) (pocatecni n=12)

2. Kontrolni TGR + placebo (poc¢ate¢ni n=10)

3. ACF TGR + placebo (pocatecni n=11)

4. ACF TGR + ACEi (pocatecni n=10)
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5. ACF TGR + ACEi + sEHi (pocatecni n=10)

Vysledky

Kontrolni TGR m¢li vyraznou srdec¢ni (zejména levokomorovou) hypertrofii
(vyjadienou pomérem vahy LK k délce tibie, graf 13 - A, B) v porovnani s kontrolnimi
HanSD potkany (p <0,05). U nelécenych ACF TGR doslo k dalsi progresi hypertrofie
oproti kontrolnim TGR (p <0,05). Monoterapie ACEi a také jeho kombinace se sEHi
vyznamné snizila celkovou srdecni i LK hypertrofii az k hodnotdm srovnatelnym s
kontrolnimi TGR.

U vahy PK nebyl pozorovan rozdil mezi kontrolnimi TGR a HanSD potkany,
neléCeni ACF TGR vsak méli vahu PK vyznamné zvySenou oproti kontrolnim TGR (p
<0,05), coz ukazuje na rozvoj 1 pravostranné srde¢ni hypertrofie. Oba terapeutické rezimy
vyznamn¢ snizily hypertrofii PK na podobnou troven (graf 13 - C).

Neléceni ACF TGR méli vyssi vahu plic oproti kontrolnim TGR i HanSD, coz znaci
rozvoj plicni kongesce u ACF TGR (p <0,05). Ob¢ 1écby ji vyznamné zmirnily, ovSem
stale nad troven kontrolnich TGR (p <0,05) (graf 13 - D). Nebyl pozorovén rozdil u vahy
jater a ledvin mezi skupinami (graf 13 - E, F)).

Kontrolni TGR byli vyrazné¢ hypertenzni oproti kontrolnim HanSD (p <0,05).
Neléceni ACF TGR méli nizsi arteridlni tlak (TK) nez kontrolni TGR, ale stale zlstaval
vy$$i nez u kontrolnich HanSD (p <0,05). Terapeutické reZimy srovnatelné sniZily TK u
ACF TGR v porovnani s neléenymi ACF TGR na troven dokonce nizsi nez kontrolni
HanSD (p <0,05) (graf 14 - A).

Nebyl pozorovan rozdil v PKL u kontrolnich TGR a HanSD, neléceni ACF TGR
meli ale vyrazné niz§i PKL (p <0,05) (graf 14 - B), GFR se mezi skupinami vyrazné
neliSila (graf 14 - C). Neléceni ACF TGR m¢li déle nizsi diurézu a absolutni 1 frakéni
exkreci sodiku v porovnéani s kontrolnimi HanSD 1 TGR (p <0,05) (graf 14 — D, E, F).
Monoterapie ACEi a ani kombinovana 1écba ACEi se sEH1 vyznamné nezvratily pokles

PKL, ani nenormalizovala zadny z parametrti sodikové exkrece (graf 14).
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6.1.3. Diskuze

Hlavnim zjisténim této studie je, ze ptidani sEHi k zavedené terapii ACEi nezlepsilo
pfezivani a ani neovlivnilo rozvoj rendlni dysfunkce u ACF TGR, kombinovana 1é¢ba méla
naopak horsi pfezivani nez monoterapie ACEi.

Jiz tfi tydny po ACF byly u TGR méfitelné znamky bilateralni srde¢ni hypertrofie s
levostrannym srde¢nim selhanim (plicni kongesci), ale zatim bez pravostranného srde¢niho
selhani (bez jaterni kongesce). Navic bylo v tuto dobu uz patrné i poskozeni renalni
hemodynamiky a renélni sodikové exkrece. Po této dobé byl v piezivaci sérii pozorovan
nariist mortality u nelécené skupiny, coz podporuje klinicka data, kdy je rozvoj renalni
dysfunkce u pacientd s CHSS asociovén s hor$i prognézou (Braam et al. 2014; Costanzo
2020; Fan et al. 2015; Rangaswami et al. 2019; Re 2017).

Neocekavanym zjisténim bylo zhorSeni pfezivani na kombinované 1écbé ACEi a
sEHi oproti monoterapii ACEi, pro coz nemame jasné vysvétleni, pouze pracovni
hypotézu. Bylo prokdzano, Ze jak zavedena antihypertenzni 1écba ACEi (pfes intrarendlni
blokddu RAAS (Gonzalez-Villalobos ef al. 2013; Kobori et al. 2007), tak i sEHi (zvySeni
intrarenalnich EETs a vazodilatacni a natriureticky efekt (Elmarakby 2012; Fleming 2014;
Imig et al. 2021)) ptsobi snizeni krevniho tlaku. Proto by kombinovana 1é¢ba, navic pii
progresivni rendlni dysfunkci, a tim padem sniZovani eliminace lé¢iv, mohla v
dlouhodobém piisobeni vést k poklesu krevniho tlaku pod troven rendlnich
autoregulacnich schopnosti (Carlstrom et al. 2015). To by mohlo vést k dalSimu
zhorSovani renalnich funkci a zvySeni mortality ACF TGR na této kombinované 1écbé.
Avsak naSe data z tohoto experimentu ukdzala, ze se arteridlni tlak tfeti tyden po ACF
vyznamné nelisil u kombinované 1é¢by (96+3 mmHg) a monoterapie ACEi (10143 mmHg,
p >0,05). V obou ptipadech zlstaval arteridlni tlak v mezich renélni autoregulace. Bohuzel
jsme ale neprovadeli hodnoceni delSiho vlivu lécby na krevni tlak, coz by vyzadovalo
dlouhodobé telemetrické monitorovani u neanestezovanych zvifat.

Vzhledem k ptiznivému neovlivnéni rendlni dysfunkce u ACF TGR je alternativni
hypotéza pticiny zlepSeni pfeZivani kombinovanou terapii oproti neléené skupiné mozné
snizeni afterloadu (snizeni arteridlniho tlaku), a tim padem nizs8i plicni kongesce u ACF
TGR (Abassi et al. 2011; Braunwald 2015; Oliver-Dussault et al. 2010), coz v nasich
datech bylo naznaceno nizsi vahou plic u vSech lécebnych reziml oproti nelécenym ACF
TGR.

Limitaci této prace je, Ze jsme specificky nehodnotili srdecni funkce,

echokardiograficky ani P-V analyzou LK, jako v pfedchozim projektu s EET-A, kde jsme
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ukdzali rozvoj systolické a diastolické dysfunkce u modelu ACF TGR. Tato méfeni byla
provedena jiz difive v nasi piedchozi praci (Cervenka et al. 2015b), ve které jsme
neprokazali benefit 5tydenni monoterapie ACEi ani sEHi (nehodnotila se kombinovana
1é¢ba) na systolické i1 diastolické srde¢ni funkce u ACF TGR, a proto jsme se domnivali, ze
pfiznivy vliv na pfezivani bude zplisoben ptes ovlivnéni rendlni dysfunkce u tohoto

modelu. To se ovSem u nasi aktudlni prace nepodatilo prokézat.

6.2. Pohlavni rozdily v mortalit¢ TGR po vytvoreni ACF:
efekt monoterapie ACEi a kombinované 1é¢by ACEi a sEHi

Muzské pohlavi je vSeobecné povazovano za rizikovéj$i pro kardiovaskuldrni
onemocnéni véetné CHSS, cCasto ale dochazi k podhodnocovani rizika u Zen a k jejich
nizkému zastoupeni ve velkych klinickych studiich (Cook et al. 2015; Eisenberg et al.
2018; Reynolds et al. 2022; Westerman & Wenger 2016). Nedavné prace ovSem toto
paradigma naru$ily analyzou kohorty pacientii se srde¢nim selhanim a redukovanou
ejekeni frakei LK, kde prokézali, ze Zeny mé&ly vyS$i mortalitu (Westerman & Wenger
2016) a horsi kvalitu zivota nez muzi (Eisenberg ef al. 2018; Hsich & Pifia 2009; Lewis et
al. 2007; Reynolds et al. 2022). Ackoliv incidence a prevalence pacientd s CHSS je vyssiu
muzl, absolutni ¢islo pacientd s CHSS je u obou pohlavi srovnatelné kvilli celkovému
vyS$§imu doziti Zen (Eisenberg et al. 2018; Westerman & Wenger 2016). Z celkového
poctu ro¢nich umrti na CHSS je 60 % zen (Bolijn et al. 2017; Eisenberg et al. 2018;
Westerman & Wenger 2016). Navic riziko rozvoje CHSS po infarktu myokardu je vyssi u
zen (Lam et al. 2015). Proto je potfeba zkoumat patofyziologické mechanizmy téchto
pohlavnich rozdilii a G€inki novych farmakologickych cili u CHSS (Bolijn et al. 2017,
Eisenberg et al. 2018; Regitz-Zagrosek & Kararigas 2017; Reynolds et al. 2022). Ve
vétsing preklinickych projektech se z riznych praktickych divodi (napt. samiéi ovaridlni
cyklus) vyuzivaji vyhradné samci, coz ale vyrazné¢ limituje obecnou interpretaci ziskanych
dat (Arnold et al. 2017; Blenck et al. 2016; Miller et al. 2017; Regitz-Zagrosek &
Kararigas 2017). U objemového modelu CHSS navozeném ACF byly doposud
publikovany pohlavni rozdily v mortalité¢ a srdecni remodelaci bez studovani rozdilnych
odpovédi na 16¢bu (Cervenka et al. 2016; Dent et al. 2010; Gardner et al. 2005; Lu et al.
2012). V nasi predchozi praci jsme ukazali, Ze hypertenzni TGR potkani vykazuji
vyznamné pohlavni rozdily v mortalité po vytvoieni ACF (Cervenka et al. 2016). Navic u
samc¢ich ACF TGR je sniZzena tkanova dostupnost EETs, jeji zvySeni pomoci blokady sEH

zmirnilo u samct mortalitu oproti nelééenym ACF TGR (Cervenka et al. 2015b), ale v
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kombinaci s ACEi nevedlo k aditivnimu pfiznivému efektu a mortalita byla dokonce vyssi
nez u monoterapie ACEi (viz. pfedchozi prace, Kala et al. 2018). Protoze dosavadni
preklinické prace zkoumajici farmakologické ovlivnéni CYP-dependentniho metabolizmu
AA byly provadény vyhradné na samcich, zaméfili jsme se v tomto projektu na mozné

pohlavni rozdily v odpovédi na terapii sEHi u modelu ACF TGR.

6.2.1. Vliv monoterapie ACEi a kombinované 1é¢by ACEi a sEHi na

prezivani HanSD i TGR samic a samci po vytvoreni ACF

Cilem bylo zjistit, zda existuji pohlavni rozdily v ptezivani ACF TGR lécenych
monoterapii ACEi a na kombinované 1é¢bé ACEi a sEHi. Potkantim byla provedena ACF /
sham procedura v tydnu -1, po 1 tydnu byli rozdéleni do 1é¢ebnych skupin a byla zahéjena
terapie (tyden 0):

1. Kontrolni samci HanSD + placebo (inicidlni n=9)

Samci ACF HanSD + placebo (inicidlni n=26)
Samci ACF HanSD + ACEi (inicialni n=27)

Samci ACF HanSD + ACEi + sEHi (inicidlni n=26)
Kontrolni samice HanSD + placebo (inicialni n=9)
Samice ACF HanSD + placebo (inicialni n=27)
Samice ACF HanSD + ACEi (inicialni n=27)
Samice ACF HanSD + ACEi + sEHi (inicialni n=26)

A S A T S

Kontrolni samci TGR + placebo (inicialni n=9)
. Samci ACF TGR + placebo (inicidlni n=33)
. Samci ACF TGR + ACE:i (inicialni n=34)
. Samci ACF TGR + ACE:i + sEHi (inicidlni n=37)

e e e
W N = O

. Kontrolni samice TGR + placebo (inicidlni n=10)
. Samice ACF TGR + placebo (inicialni n=37)

. Samice ACF TGR + ACEi (inicialni n=34)

16. Samice ACF TGR + ACEi + sEHi (inicialni n=36)

—_— =
(S NN

Doba sledovani byla 50 tydn.
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Vysledky

Vsichni HanSD samci i samice po sham procedufe prezili do konce experimentu.
Neléceni ACF HanSD samci a samice zacali vyrazn¢ umirat kolem tydne 15 (16 tydna po
ACEF), prub¢h a konecné procento preziti bylo u obou pohlavi srovnatelné. U samcii prezilo
7 z 26 zvitat (27 %), u samic 8 z 27 (30 %, p >0,05). Monoterapie ACEi zlepsila pribéh u
ACF HanSD, samci i samice zacali umirat az po 35 tydnech a finalni procento pteziti bylo
u samct 1 samic podobné. U kombinované 1écby ACEi a sEH byly vysledky obdobné jako
u monoterapie ACEi, u samcti i samic (graf 15).

Vsichni kontrolni TGR samci i samice piezili do konce experimentu. NeléCeni samci
ACF TGR zacali umirat v tydnu 2 (3 tydny po ACF) a vSichni zemieli do tydne 20.
Nelécené samice ACF TGR zacali umirat v tydnu 4 (5 tydn po ACF) a celkové pieziti
bylo 32 %. Monoterapie ACEi zlepSila pfezivani u samct i samic s podobnym celkovym
procentem preziti 74 % (samci) a 65 % (samice), (p >0,05). Kombinovana 1écba ACEi a
sEHi také zlepsila pfezivani u samcti ACF TGR oproti nelécené skupiné s celkovym
ptezitim 38 %, coz bylo vyznamné hor$i nez u monoterapie ACEi (p <0,05). Naopak
kombinovana lécba ACEi a sEHi zlepsila pribéh u samic ACF TGR a s kone¢nym
procentem pieziti 84 % byl naznaen i trend ke zlepSeni oproti ACEi monoterapii (p

>0,05) (graf 16).
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Graf 15. Pfezivaci grafy samct a samic ACF HanSD
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Graf 16. Prezivaci grafy samct a samic ACF TGR
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6.2.2. Diskuze

Nezjistili jsme vyznamny rozdil v pfezivani po vytvoreni ACF mezi neléenymi
samci a samicemi HanSD potkanti, coz je v souladu s na$im nedavnym zjiSténim, Ze
normotenzni HanSD potkani nevykazuji zaddné vyznamné pohlavni rozdily u modelu
CHSS indukovaného ACF (Cervenka et al. 2016). Zaroveit nami sledované terapeutické
rezimy, jak v monoterapii ACE]i, tak v kombinaci se sEHi, mély podobny vliv na HanSD
samce 1 samice po ACF. Dale jsme prokdzali postupné snizeni Uc¢innosti monoterapie
ACEi u pokroc¢ilého CHSS pfi dlouhodobém sledovani u samcii i samic po ACF, kdy po
35. tydnu zacali obé pohlavi vyznamné umirat. To podporuje nutnost kombinovanych
terapeutickych pfistupi s cilenim na vice patofyziologickych mechanizmi progrese CHSS,
vcetné hledani novych farmakologickych moznosti (Braunwald 2015; Kassi et al. 2018;
McDonagh et al. 2021). Navic zjisténi, ze pfidani sEHi do kombinace s ACEi dale
nezlepsilo pfezivani u ACF HanSD oproti monoterapii ACEi, je v souladu s nasi nedavnou
praci, kde monoterapie sEHi nezlepsila vyznamné ptezivani u samci ACF HanSD
navzdory zvySeni myokardidlni a renalni tkdiiové dostupnosti EETs na uroven zjisténou u
kontrolnich potkanti (Cervenka et al. 2015a). HanSD potkani tedy nevykazuji vyznamné
pohlavni rozdily v pribéhu CHSS navozeném ACF a ani v odpovédi na terapeutické
rezimy s ACEi a sEHi.

U hypertenznich TGR potkanil byly vysledky rozdilné. Zjistili jsme, Ze TGR samci
maji po vytvofeni ACF statisticky signifikantn€ vyS$i mortalitu neZ TGR samice.
Monoterapie ACEi méla srovnatelny protektivni vliv na prabéh ACF navozeného CHSS u
samcl 1 samic, avSak kombinovana 1é¢ba ACEi a sEHi méla u samcii a samic TGR opacny
efekt: zvySila mortalitu u ACF TGR samci, ale sniZila ji u ACF TGR samic, oproti
monoterapii ACEi. Hypertenzni TGR potkani tedy vykazuji vyrazné pohlavni rozdily
v pribéhu CHSS navozeného ACF i v efektu farmakoterapie sEHi. Pii budoucich studiich
zkoumajicich patofyziologické aspekty CHSS u hypertenznich potkanl s aktivovanym
RAAS (TGR) a potencidln¢ nové terapeutické moznosti by se experimenty mély provadet
na obou pohlavich.

Nemame piesné vysvétleni rozdilného efektu kombinované terapie ACEi se sEHi u
TGR samct a samic s ACF, pouze n¢kolik hypotetickych aspekti. NaSe ptedchozi prace
zamé&fena na pohlavni rozdily u ACF TGR po gonadektomii, dle standardnich protokola
(Ostadal ef al. 2009; Regitz-Zagrosek & Kararigas 2017), naznacila spise Skodlivy vliv
testosteronu neZ protektivni efekt estrogenti na piezivani (Cervenka er al. 2016). To

podporuje 1 zjiSténi, ze testosteron hraje dilezitou roli v hypertenzi-indukovaném
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poskozeni organti u samc¢ich TGR (Vanéckova et al. 2011). K ovéreni této hypotézy ve
vztahu knami zvolené kombinované terapii u ACF TGR by bylo potieba provést
experimenty se zvifaty po gonadektomii na substituci estrogenovymi a testosteronovymi
hormony a s postmenopauzalnimi samicemi s a bez hormonalni substituce.

Dal8im faktorem miZze byt skutecnost, ze ANG II zvySuje tkdnovou expresi sSEH (Ai
et al. 2007). Tudiz bychom mohli spekulovat, ze pohlavni rozdily v aktivit¢ RAAS, tim
padem v expresi sEH, a tedy v dostupnosti aktivnich EETs, se mohou spolupodilet na
pohlavnich rozdilech kombinované 1écby ACEi a sEHi. AvSak v naSich piedchozich
pracech jsme nepozorovali vyznamné rozdily v plazmatickych a rendlnich hladinach ANG
IT mezi samci a samicemi TGR (Huskova et al. 2007; Vanéckova et al. 2011). Navic,
znaSich biochemickych a expresnich analyz jsme nezjistili zddné pohlavni rozdily
v tkdnové srdeéni a rendlni dostupnosti EETs, ani v proteinové expresi CYP2C23 a
CYP2J3, klicovych enzymti v metabolismu EETs u ACF TGR i ACF HanSD, exprese sEH
byla u ACF TGR i ACF HanSD zvySena u obou pohlavi oproti kontroldm bez ACF
(Cervenka et al. 2015b, 2015a, 2016). To naznaCuje, ze pohlavni rozdily v efektu
terapeutickych rezimli se sEHi nejsou dény pohlavnim dimorfismem v produkci ¢i
degradaci EETs.

Jelikoz samice TGR vyviji mirnéjsi hypertenzi nez samci, mohl by dalSim dalezitym
aspektem byt krevni tlak (Lee et al. 1996; Vanéckova et al. 2011). Je vSeobecné uznavano,
ze vztah mezi systolickym krevnim tlakem a klinickym priabéhem CHSS (celkova a
kardiovaskularni mortalita) ma tvar J-kifivky (Pinho-Gomes & Rahimi 2019). Dalo by se
tedy uvaZovat o tom, Ze pokles krevniho tlaku po vytvofeni ACF u TGR a pfi
kombinované 1é€bé ACEi a sEHi, bude mit jiz negativni celkové dopady a posune bod na
J-ktivce doleva ke vzristajici mortalité. AvSak data z nasi prace s telemetrickou monitoraci
krevniho tlaku u TGR s ACF ukazuji, ze po inicidlnim sniZeni krevniho tlaku dochazi
béhem 56 hodin k opétovnému zvySeni na uroven sham operovanych normotenznich
HanSD (Cervenka et al. 2015b), navic v pfedchozi studii této disertaéni prace jsme zjistili,
ze se krevni tlak u ACF TGR po dobu 2 tydni na kombinované 1écbé ACEi a sEHi
vyznamné neliS§il od monoterapie ACEi, tudiZz neptfedpokladdme vyrazny aditivni
antihypertenzni vliv sEHi v této kombinaci. Proto se hodnoty krevniho tlaku nezdaji byt
klicovym hybatelem pohlavnich rozdilli v nasi nyné&;jsi studii.

Limitaci této prace je, Ze jsme detailnéji nezkoumali pohlavni rozdily na srde¢ni

funkce métené echokardiograficky ¢i invazivni P-V analyzou LK.
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7. Z.avér

V ramci na$i hypotézy se podafilo prokazat snizeni tkanové dostupnosti EETs v
myokardu LK a ledviné u animalniho modelu CHSS ACF TGR. To bylo dano zejména
jejich zvysenou degradaci pomoci sEH na neaktivni metabolity.

Zaroven jsme ovétili, ze farmakologické pristupy zvysujici dostupnost EETs vedou
ke zlepSeni pribéhu a ptrezivani tohoto modelu CHSS. V kombinaci s ACEi byl u EET-A
pozorovan nesignifikantni trend ke zlepSeni piezivani dany pfedevsim zlepSenim srdecnich
parametrii a snizenim plicni kongesce. Neprokazali jsme vSak vyznamny protektivni vliv
této kombinované 1é€by na renalni funkce u ACF TGR. Kombinovana 1é€ba pomoci sEHi1
s ACEi zlepsila prezivani ACF TGR oproti placebu, ale nevedla k zmirnéni mortality, ¢i
renalni dysfunkce oproti monoterapii ACEi, u samct (nikoliv u samic) vedla dokonce k
signifikantnimu zhorSeni pfezivani.

Autor prace se podilel ve spolupraci s kolegy Centra experimentilni mediciny
Institutu klinické a experimentalni mediciny (IKEM) na provadéni metod vSech dil¢ich
projektl této prace, zejména samostatné provadél vSechna echokardiograficka a invazivni
hemodynamické vySetfeni srdce. Statisticky zpracovaval ziskané vysledky a interpretoval
je spolu se svym skolitelem a konzultantem.

Ptinosnost této prace je zejména v prukazu snizené tkanové dostupnosti EETs u
tohoto modelu CHSS a komplexnim zhodnoceni vlivu rtiznych farmakologickych piistupii
k jejimu zvySeni na pfezivani, srdeCni a ledvinné funkce, kde byl prokdzan ptiznivy
mortalitni efekt zejména zlepSenim srde¢nich parametrli a snizenim plicni kongesce. Tato
animalni data podporuji dalsi vyzkum, véetné klinického, v oblasti eikosanoidii a CHSS,

ktery by v budoucnu mohl pomoci v diagnostice a terapii.
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8. Souhrn

Na naSich datech jsme prokazali snizeni tkdnové dostupnosti EETs v myokardu LK i
v ledvin¢ jiz v casnych fazich srde¢niho selhdni navozeného objemovym pietizenim
pomoci ACF u TGR, coz se muze spolupodilet na rozvoji kardiorenalniho syndromu a
progresi srde¢niho selhani do fatdlniho konce. Proto jsme se zaméfili na farmakologické
moznosti zvyseni tkanové dostupnosti EETs:

1) Monoterapie EET-A oddalila manifestaci srdecniho selhdni a zlepsila pfezivani
ACF TGR. U kombinace EET-A s ACEi jsme zejména ke konci experimentu pozorovali
nesignifikantni zlepSujici se trend oproti monoterapii ACEi. I pfes rozvoj rendlni
dysfunkce u modelu ACF TGR nebyly prokdzany renoprotektivni ti€inky terapii EET-A ¢i
ACEi. Pfiznivy vliv na pfezivani byl zprostiedkovan zlepSenim srdec¢nich parametrt,
pfedevs§im snizenim bilaterdlni srde¢ni hypertrofie a nizsi plicni kongesci, coz bylo zvlaste
vyrazné u kombinované 1écby EET-A s ACEi.

2) Pridani sEHi do kombinace k ACEi nevedlo k zmirnéni progrese CHSS, ¢i
zlepSeni ptezivani u ACF TGR, u samct vedla dokonce k signifikantnimu zhorSeni. Navic
nebylo pozorovano ani zlepSeni rendlnich funkci. Proto se zvySovani dostupnosti EETs
pomoci blokady sEH v kombinaci s ACEi nejevi jako vhodna 1é¢ebna strategie u CHSS.

3) Déle jsme zjistili, Ze u animalniho modelu CHSS indukované¢ho ACF vykazuje
monoterapie ACEi podobné piiznivé u¢inky u TGR samcti i samic. Naopak kombinovana
lécba ACEi se sEHi méla rozdilny efekt: zvysila mortalitu samcti ACF TGR (oproti
monoterapii ACE1) a snizila ji u samic. To naznacuje, Ze u CHSS a hypertenze se zvySenou
aktivitou RAAS, ma pohlavi vyznamny vliv na pribéh a pfeZivani CHSS. Proto by mély
byt pohlavni rozdily v preklinickych studiich hodnoceny.

NaSe vysledky souhrnné podporuji dalSi budouci vyzkum a mozné vyuziti
farmakologického ovlivnéni CYP-dependentni epoxygenazové drahy metabolismu AA,

zejména analogli EETs, v terapii srdecniho selhdni.
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9. Summary

Our data show that the ACF TGR in the early phase of CHF exhibits substantial
tissue deficiency of EETs in the left ventricle and kidney. That might significantly
contribute to developing cardiorenal syndrome and progression of HF to the fatal end.
Therefore we investigated the pharmacological options to increase the bioavailability of
the EETs:

1) EET-A treatment delays the onset of decompensation of HF and improves the
survival rate in ACF TGR. In combination therapy by EET-A and ACEi, the survival of
ACF TGR only tended to improve compared with ACEi monotherapy. Although ACF
TGR develops severe renal dysfunction, we did not prove the renoprotective effects of
either EET-A or ACEi. Beneficial actions on survival were mediated by improving cardiac
parameters, i.e., reducing bilateral cardiac hypertrophy and lung congestion. That was
particularly pronounced after the combined treatment with EET-A and ACEi.

2) The addition of sEHi to ACEi treatment did not provide better protection against
CHF progression or increase the survival rate in ACF TGR; indeed, the rate decreased
significantly among males. We did not prove any improvement of renal functions either.
Thus, increasing tissue EETs via sEH inhibition in combination with ACEi does not seem
to be a promising approach to attenuate renal dysfunction and further progression of CHF.

3) We further found that the treatment with ACE1 alone displayed similar beneficial
effects on the course of ACF-induced HF in male and female TGR. In contrast, the
combined therapy with ACEi and sEHi showed sex-dependent effects: it increased
mortality (relative to ACEi1 treatment alone) in males and reduced it in female rats. Thus,
our study strongly suggests that in HF individuals in whom hypertension and increased
RAS activity run in parallel, the patients’ sex is a co-determinant of the rate of progression
of HF. Therefore, in pre-clinical studies, sex-linked differences should be seriously
considered.

Our data strongly support the notion that targeting the CYP-dependent epoxygenase
pathway of AA, especially EET analogs, should be considered in developing new

pharmacological strategies for HF treatment.
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